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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo investigar as interac6es antagbnicas e sinérgicas
entre As e Se em plantas de linhaca dourada (Linum usitatissimum L.), buscando
entender como o Se altera os mecanismos de tolerancia e o metabolismo da planta
na presenca do As. A absorcdo, toxicidade, translocacdo e a distribuicdo de
nutrientes essenciais (Fe, Mn e Zn) nas plantas foram avaliados em experimentos de
exposicdo ao As’, Se' e Se”' e co-exposicéo ao As' + Se'V. Para isso, as plantas
foram cultivadas em solucdo de Hoagland 10% v v* suplementada com As’, Se",
SeV' ou As” + Se'V em diferentes concentracées. As quantificacdes de As e Se foram
realizadas por espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS). As alteracBes provocas pelo Se nos mecanismos de tolerancia e no
metabolismo da planta quando co-exposto ao As também foram investigadas
utilizando duas técnicas de espectrometria de massas com ionizacao ambiente PS-
MS (paper spray mass spectrometry) e DESI-MSI (desorption electrospray ionization
mass spectrometry imaging). A identificagdo de compostos tidlicos (fitoquelatinas e
seus metabdlitos) e de compostos inorganicos e organicos de As e Se em extratos
de raizes de plantas co-expostas foram feitas por PS-MS. Alteracdes metabdlicas
provocadas em folhas de plantas expostas a As’, Se' e co-expostas a As’ + Se'
foram verificadas por imagens quimicas obtidas por DESI-MSI. Os experimentos de
exposicao e co-exposicdo demonstraram que o Se"' é a espécie mais tdxica e com
maior translocacédo. O Se'" na concentracdo de 5 pmol L™ foi capaz de reduzir o
acumulo de As e a co-exposicdo alterou a absorcédo de Fe, Mn e Zn. A identificacdo
de fitoquelatinas (PCs), que sdo compostos tidlicos responsaveis por complexar
metais e metaloides em plantas e diminuir sua toxicidade, foi realizada por PS-MS.
Nos extratos de raizes de plantas co-expostas foram identificados glutationa (GSH),
reduzido-PC,, reduzido-PCs, Se"-PC, e As"-PCs;. Compostos inorganicos (As' e
As") e organicos (4cido dimetilarsinico — DMA e acido monometilarsénico - MMA) de
As também foram identificados por PS-MS. Nas folhas foi possivel verificar quatro
perfis de alteracbes metabdlicas que ocorreram em funcdo das diferentes
concentracdes de exposicdo e co-exposicdo. O Se' diminui a toxicidade do As
apesar da absorcdo e translocacdo de As terem aumentado. Nao foi possivel

associar a diminuicdo da toxicidade do As" na presenca de Se'V com a formacéo de



PCs. As alteracdes metabolicas mais evidentes observadas nas folhas das plantas

indicam a formacao de metabdlitos relacionados ao estresse abiobtico.

Palavras Chave: toxicidade, arsénio, selénio, fitoquelatinas, espectrometria de

massas.



ABSTRACT

The goal of this work was to investigate the antagonistic and synergistic interactions
between As and Se in golden flaxseed plants (Linum usitatissimum L.) in order to
understand how Se changes the tolerance mechanisms and metabolism in the
presence of As. Absorption, toxicity, translocation and the distribution of essential
nutrients (Fe, Mn and Zn) in plants were evaluated in the experiments exposure to
As’, Se" and Se"' and co-exposure to As” + Se'V . Seedlings were cultivated in a 10
% v v! Hoagland solution supplemented with As”, Se", Se" or As" + Se'" at different
concentrations. Elemental quantification was performed by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). The changes caused by Se in the tolerance
mechanisms and metabolism when co-exposed to As were also investigated using
two mass spectrometry with ambient ionization techniques PS-MS (paper spray
mass spectrometry) and DESI-MSI (desorption electrospray ionization mass
spectrometry imaging). The detection and identification of thiolic compounds
(phytochelatins and their metabolites) and inorganic and organic compounds of As
and Se in extracts from co-exposed root plant were made by PS-MS. Metabolic
changes caused in plant leaves exposed to As’, Se'V and co-exposed to As” + Se'V
were verified by chemical images obtained by DESI-MSI. Exposure and co-exposure
experiments demonstrated that Se"' was the most toxic species with the highest
translocation by the plant. Se' at a concentration of 5 umol L™ was able to reduce
the accumulation of As and the co-exposure altered the absorption of Fe, Mn and Zn.
The detection and identification of phytochelatins (PCs), that are thiolic compounds
responsible for complexing metals and metalloids in plants and reducing their toxicity
was possible using PS-MS. Glutathione (GSH), reduced-PC,, reduced-PCs, Se'-PC,
and As"-PC; were identified in the extracts of co-exposed plants. Inorganic

compounds (As’ and As"

) and organic compounds (dimethylarsinic acid - DMA and
monomethyarsonic acid - MMA) from As were also identified by PS-MS. In the leaves
it was possible to verify four profiles of metabolic changes that occurred after
exposure and co-exposure at different concentrations of As and Se. Se' decreases
As toxicity although As absorption and translocation have increased. It was not

possible to associate the decrease in As" toxicity in the presence of Se' with the PCs

Xi



formation. The most evident metabolic changes observed in the leaves indicated the

formation of metabolites related to abiotic stress.

Keywords: toxicity, arsenic, selenium, phytochelatins, mass spectrometry.
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INTRODUCAO

A contaminacdo por arsénio em agua potavel, solo, plantas e animais tem
sido constantemente relatada em vérias regides do mundo [1]. Por causa dos efeitos
prejudiciais e irreversiveis que esse metaloide causa a saude dos seres vivos €
fundamental investigar os mecanismos de tolerancia que as plantas estabelecem
para diminuir a toxicidade do As na auséncia e presenca de outros elementos como
o selénio [2]. Apesar do Se nao ser essencial para as plantas em baixas
concentracdes, pode reduzir os efeitos toxicos de outros metais/metaloides como
Cd, Hg, Pb e As [3].

A planta linhagca dourada ou linho (Linum usitatissimum L.) é conhecida por
tolerar altas concentracdes de cadmio (Cd) [4,5] e pelo seu potencial para ser usada
na recuperacdo de solo degradados por esse metal. As diversas aplicacoes
industriais de partes ndo comestiveis da planta, como sua fibra, em materiais de alta
resisténcia tem sido uma alternativa para imobilizar e retirar Cd da cadeia alimentar
humana [5]. Diante disso, a toxicidade, translocacdo bem como os mecanismos de
tolerancia e alteracbes metabdlicas que outros metais e metaloides como As e Se
estabelecem na linhaca dourada também devem ser avaliados.

Os principais mecanismos de tolerancia que as plantas estabelecem para
inibirem os efeitos toxicos dos metais e metaloides em seus tecidos é a
complexacdo e compartimentalizacéo [6]. Na complexacéo, ligantes de alta afinidade
como aminoacidos, acidos organicos e peptideos tidlicos, como as
fitoquelatinas(PCs), se ligam aos metais e metaloides no citoplasma das células da
planta. Apdés complexacdo 0s metais e metaloides sdo transportados e
compartimentalizados no vacuolo. Como os complexos formados metal/metaloide-
PCs sdo menos reativos, os danos causados a planta sdo minimizados. Esses
mecanismos ocorrem nas células de todos os 6rgdos da planta, mas principalmente
nas raizes [7].

A investigacdo da formacgdo dos complexos de PCs bem como outros
metabolitos € essencial para elucidacdo dos mecanismos de toleréncia e as
alteracdes metabdlicas causadas por As e Se em plantas. Estudos das ciéncias
“émicas” como a toxicometaboldbmica exigem o0 uso de técnicas capazes de

identificar metabolitos em baixa concentracdo com resultados rapido e um preparo



de amostra simples. A espectrometria de massas (MS) com ionizacdo ambiente
como a Desorption electrospray ionization (DESI) e Paper spray (PS) séo técnicas
que atendem esses requisitos e por isso tem sido utilizadas em metabolomica de
plantas com bons resultados [8-12].

Nesse trabalho os mecanismos de tolerancia e alteracbes metabodlicas que a
exposicao e co-exposicado ao As e Se estabelecem nas plantas de linhaca dourada
sao discutidos em seis capitulos. O primeiro capitulo apresentara um referencial
tedrico com informagfes sobre a linhaca dourada, toxicidade e metabolismo do
arsénio e selénio em plantas, as interacbes antagbnicas e sinérgicas desses
metaloides, PCs, as principais técnicas analiticas para quantificacdo de As e Se em
plantas e os principios das técnicas de espectrometria de massas com ionizacao
ambiente DESI-MS e PS-MS. As interacfes antagonicas e sinérgicas entre As e Se
sdo discutidas no segundo capitulo. Para isso, a absorcao, toxicidade, translocacéo
e distribuicdo dos micronutrientes essenciais (Fe, Mn e Zn) foram avaliados nas
plantas expostas a As”, Se'V e Se"' e co-expostas a As” e Se'. O capitulo 2 retrata o
primeiro artigo publicado como produto desta tese, intitulado “ Interactions between
As and Se upon long exposure time and effects on nutrients translocation in golden
flaxseed seedlings” [13].

Para entender os mecanismos de tolerancia com énfase na formacdo de PCs a
deteccéo e identificacdo de complexos tidlicos (PCs, glutationa e seus metabdlitos)
e de compostos ndo complexados (As', As", &cido monometilarsdnico (MMA) e
acido dimetilarsinico (DMA), Se', Se"', seleniometionina (SeMet) e selenocistina
(SeCys,) foram feitas em extratos de raizes de plantas co-expostas a As’ e Se'”
utilizando a espectrometria de massas com ionizagdo PS-MS. Os resultados séao
apresentados no capitulo trés. A toxicometabolémica em folhas de linhaca dourada
expostas e co-expostas a As’ e Se' foi avaliada pela distribuicdo espacial de
metabdlitos utilizando DESI-MS em plantas e os resultados sdo abordados no
capitulo quatro. As considerag0es finais do trabalho serdo apresentadas no capitulo
cinco e no ultimo, capitulo seis, as referéncias utilizadas na construcdo desta tese,

seguido do apéndice.



CAPITULO 1: REFERENCIAL TEORICO

1.1Linhaga Dourada

A linhaca ou linho (Linum usitatissimum L.) é uma planta herbacea da familia
Linaceae e do género Linum [14]. E uma das culturas mais antigas do mundo,
sendo cultivada desde o inicio das civilizacbes para obtencdo de 6leo, fibra e
alimentos [15]. Os primeiros relatos de cultivo da linhaca datam de 6000 a.C, na
regido do Mediterraneo e do sudoeste Asiatico [14].

A semente de linhaga contém compostos biologicamente ativos como o acido a-
linoléico, lignanas, peptideos ciclicos, polissacarideos, alcaloides e glicosideos
cianogénicos [16]. O alto porcentual de acidos graxos 6mega 3 na semente de
linhaga a caracteriza como um alimento funcional. Os alimentos funcionais tém
propriedades capazes de beneficiar nossa saude e de prevenir doencas [14]. O
consumo regular de semente de linhaca ou do 6leo comestivel pode reduzir o risco
de doencas cardiovasculares, auto-imunes e neuroldgicas. Além de combater a
arteriosclerose, diabetes, cancer, artrite, osteoporose e outras doengas [17].

Por ser rico em acido a-linolénico o 6leo de linhaca promove uma répida
polimerizacdo em tintas, vernizes e couro sintético e por isso € utilizado largamente
na fabricacdo desses produtos [16]. A linhaca contém fibras sollveis e insolUveis
que sdao utilizadas industrialmente. A fibra solGvel, conhecida como mucilagem, esta
presente na semente e possui propriedades emulsificantes. J& a fibra insoltvel
presente no caule da planta € rica em celulose e lignina. Além da aplicacdo na
industria téxtil, a fibra insoluvel se apresenta como uma alternativa renovavel as
fibras sintéticas e de vidro. As fibras reforcadas de linhaca estdo presentes em
materiais compoésitos de polimeros, especialmente em construgcdo e industria
automotiva [18].

As diversas aplicagcfes industriais que as partes ndo comestiveis da planta de
linhaga apresentam contribuem para 0 seu uso na fitoextragdo de metais e
metaloides toxicos do solo. Por exemplo, o uso da fibra insolivel em materiais de
alta resisténcia pode imobilizar metais e metaloides toéxicos e exclui-los da cadeia
alimentar humana [19].

A fitoextracdo ou fitorremediacdo € uma técnica de descontaminacdo de baixo

custo que tem sido sugerida como uma alternativa viavel para recuperacéo de solos
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contaminados com metais e metaloides. Nessa técnica seleciona-se plantas
tolerantes a concentracfes elevadas de metais e metaloides que seria toxica a
maioria das plantas [15]. A capacidade da linhaca em absorver cadmio do solo é
bastante conhecida [20]. As sementes de linhaca dourada é uma das fontes
alimentares mais rica em cadmio quando a planta é cultivada em solos
contaminados por esse metal toxico [16]. Tendo como base essas informacdes,
varios estudos tem sido realizados para a avaliacdo do potencial fitoextrator da
linhaga para metais e metaloides toxicos em solo e em condi¢gdes hidropdnicas
[4,15,19], bem como os mecanismos de tolerancia estabelecidos pela planta [13,20].

1.2Arsénio em Plantas

O elemento quimico arsénio € conhecido pela sua toxicidade uma vez que esse
metaloide pode causar danos irreparaveis a sautde humana [2]. Erupc¢des vulcanicas
e processos geoquimicos sdo fontes naturais de liberagcdo de arsénio da crosta
terrestre para o ambiente. Em Bangladesh, processos geoldgicos tém sido
responsaveis pela lixiviagcdo natural de arsénio para aquiferos de agua potavel, por
décadas [21]. Em paises industrializados, fontes antropogénicas de arsénio como a
mineracdo, o uso de agrotoxicos e fertilizantes contendo o elemento, residuos
industriais ndo tratados e a irrigacdo com &aguas subterraneas contendo arsénio
predominam na liberacdo desse metaloide para o ambiente [22].

Altas concentracbes de arsénio proveniente em grande parte de fontes
antropogénicas tem sido encontradas na agua potavel, solo, vegetais e animais de
diversos paises [1]. Por isso, existe atualmente uma grande preocupa¢do com a
seguranca alimentar mundial relacionada a contaminagdo de alimentos por esse
elemento [22]. Dentre os alimentos de origem animal mais relatados como
contaminados, destacam-se 0s peixes, crustaceos e outros frutos do mar. Em geral,
organismos marinhos podem acumular grande quantidade de compostos de arsénio,
principalmente organicos, presente no ambiente aquatico [23]. O arroz é o alimento
de origem vegetal que mais apresenta dados de contaminacao por arsénio relatados
na literatura [24—26]. O cultivo irrigado do arroz em solos inundados promove uma
maior mobilizagdo, principalmente das espécies inorganicas de arsénio, e como

consequéncia disso a planta absorve maiores quantidades no grao [25].



A toxicidade, mobilidade, distribuicdo e disponibilidade dos diferentes compostos
de arsénio tem sido constantemente avaliados em agua, plantas e solo [27]. Esse
monitoramento é de grande importancia uma vez que através dele é possivel
diminuir o seu impacto nos ecossistemas.

Nas plantas, o arsénio causa clorose e necrose foliar reduzindo assim o
crescimento e produtividade [28]. Espécies inorganicas como o arsenito (AsOy) e
arsenato (AsO,>) estdo mais presentes em plantas. No entanto, pequenas
quantidades de espécies organicas, &cido monometilarsénico (MMA) e &cido
dimetilarsinico (DMA), também s&o encontradas [29]. Essas espécies seguem a
seguinte ordem de toxicidade: arsenito (As")> arsenato (As’) > MMA > DMA[2].

A absorcdo de arsénio pela planta ocorre principalmente na raiz. O As’ possui
caracteristicas semelhantes ao fosfato e por isso sua absorcdo acontece pelos

transportadores de fosfato. O As™ possui caracteristicas semelhantes ao silicato e

ao ser absorvido pela planta compartilham os mesmos canais de aquaporinas [30]. O

As’ que entra nas células da raiz é convertido a As"

pela enzima arsénio redutase
(AsR). O As"' entdio formado pode retornar para fora das células através de canais
de aquaporinas ou ser transportado para o xilema [25]. As células da planta
estabelecem mecanismos de resisténcia ou tolerancia a arsénio e um deles é a
formacdao de fitoquelatinas (PCs) através da glutationa (GSH). As PCs séo peptideos
tiblicos capazes de complexar o As" e As' presente no citoplasma da célula e
imobiliza-lo nos vacuolos (Figura 1.1) [31].

Uma pequena fracdo de As' e As"

gue é absorvida pelas células da raiz é
translocado para as folhas via xilema usa transportadores que ainda ndo séao
completamente conhecidos [21]. Os compostos organicos de arsénio quase nao sao
absorvidos pelas células da raiz. O MMA e o DMA sao lentamente absorvidos e
transportado para a parte aérea da planta e os transportadores envolvidos também

sao desconhecidos [25].
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Figura 1.1 - Diagrama esquematico da absor¢cdo e metabolismo do arsénio em
plantas (adaptado [25]).

1.3Selénio em plantas

O selénio (Se) é um metaloide que ocorre naturalmente em diferentes
estados de oxidacdo +6, +4, 0 e -2 formando selenato (SeO.%), selenito (SeO3z%),
selénio elementar (Se) e seleneto (Se?), respectivamente [32]. Além disso, é
possivel encontra-lo em ambientes aquaticos e terrestres na sua forma organica
como compostos selenometilados, selenoaminoacidos e selenoproteinas [33].

Apesar de ndo ser essencial para as plantas, o selénio é absorvido e
metabolizado pelas vias do enxofre. Em baixas concentra¢des tem efeitos benéficos
para as plantas, aumentando o crescimento e produtividade [34]. Além disso, o
selénio pode atuar como antioxidante e pro-oxidante, sendo capaz de aumentar a
tolerancia das plantas ao estresse abibtico como salinidade, seca, temperatura
extrema e estresse por metais e metaloides téxicos como cadmio, mercurio,
chumbo, antiménio e arsénio [3]. Em concentracfes elevadas, o selénio tem efeitos
toxicos para as plantas como clorose, necrose, crescimento restrito e biossintese de
proteinas reduzida [34].

As plantas absorvem o selénio principalmente na forma de selenato (Se') ou
selenito (Se'). O Se" estd menos disponivel no solo devido sua absorcdo por

compostos organicos e inorganicos do solo e sua degradacdo microbiolégica. Em



menor quantidade formas organicas do selénio como selenocisteina (SeCys) e
selenometionina (SeMet) também séo absorvidas pelas plantas [35].

A translocacdo de selénio das raizes da planta para a parte aérea depende de
sua forma. O Se' é convertido em formas organicas como SeMet, que é menos
mével e tdxica, e por isso, sua translocacdo é menor. Grande parte do Se”' é
translocado para a parte aérea da planta via xilema [35]. Plantas capazes de
absorver concentracfes elevadas de metais e metaloides e estoca-los nas partes
aéreas sao chamadas hiperacumuladoras [21]. Em plantas hiperacumuladoras de
selénio (acumulacdo de selénio maior que 1000 mg kg™ de peso seco) [36], as
formas predominantes desse metaloide sdo organicas. Ja em plantas néao-
hiperacumuladoras, o selénio esta presente principalmente nas formas inorganicas,
qgue s&@o mais toxicas [37].

Um diagrama esquematico da absorcdo e das rea¢Bes bioquimicas que
ocorrem no metabolismo do selénio em plantas é apresentado na Figura 1.2. No
mecanismo proposto, o Se"' intracelular é reduzido a Se' pela ativacdo com ATP-
sulfurilase. O Se" absorvido e o formado na etapa anterior pode, posteriormente, ser
reduzido enzimaticamente e n&o enzimaticamente a seleneto. O seleneto é
incorporado a SeCys por meio do acoplamento com O-acetil-L-serina, que é
catalisado pela enzima cisteina sintetase. Por sua vez, SeCys pode ser
metabolizada em SeMet através do ciclo da metionina, que inclui a transformacéo

enzimatica de SeCys em Se-cistationina, Se-homocisteina e SeMet [38].
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Figura 1.2 — Diagrama esquematico absorcdo e das reagbes bioquimicas que
ocorrem no metabolismo do selénio em plantas. Os principais compostos sao
indicados em negrito (adaptado [38]).




1.4Interacdes antagdnicas e sinérgicas entre selénio e arsénio em plantas

Apesar dos elementos quimicos selénio e arsénio serem semelhantes, esses
metaloides possuem interacdes com efeitos antagbnicos e sinérgicos em animais e
plantas[39]. O selénio, por ser considerado um antioxidante e um pro-oxidante, tem
sido usado para reduzir os efeitos toxicos do arsénio e outros metais e metaloides
toxicos em animais e plantas[39].

Em plantas, varios experimentos concluiram que a co-exposi¢cao do selénio em
baixas concentracdes previne a toxicidade do arsénio [40]. Em Pteris vittata L. a
absorcdo de As' pelas folhas e raizes diminuiu com a co-exposicdo ao Se'V. Em
concentracdes menores que 2,5 mg L™, a translocacdo de selénio para as folhas
aumentou e a de arsénio diminuiu [41]. A co-exposicdo em plantas de arroz (Oryza

sativa L.) ao Se'" e As" diminuiu a absorcdo de arsénio em relacdo as plantas

expostas somente ao As'"

. Além disso, o selénio foi responsavel por diminuir
parametros relacionados ao estresse oxidativo e por aumentar a absorcdo de
nutrientes como Fe, Mn, Co, Cu, Zn e Mo [42].

A identificacdo de peptideos tidlicos (-SH) como Se'"-PC e Se-cisteinilserina
glutationa em Thunbergia alata sugere que o selénio pode competir com o arsénio
por grupos -SH livres, presentes nas PCs [43]. A competicdo do selénio com
arsénio por PCs também foi observada em plantas ndo alteradas geneticamente de
Arabidopsis thaliana [3].

A diminuicdo da toxicidade e translocacdo de arsénio em plantas quando co-
expostos ao selénio demostram efeitos antagdnicos entre esses metaloides. No
entanto, a competicdo por PCs demonstrou efeitos sinérgicos em relacdo a toxidade
do arsénio. Durante o desenvolvimento deste trabalho também constatou-se efeitos
antagonicos do As' com Se' em plantas de linhaca [13]. Esta discussdo sera

realizada com maiores detalhes no Capitulo 2.
1.5Fitoquelatinas
As plantas estabelecem mecanismos de tolerancia a metais e metaloides toxicos

com o objetivo de diminuir os efeitos prejudiciais que esses causam nos seus

tecidos. Os principais mecanismos de tolerancia envolvem imobilizacdo, exclusao,



complexacdo e compartimentalizacdo dos metais e metaloides [44]. A selecdo de
espécies de plantas tolerantes a altas concentracbes de metais e metaloides
dependem de estudos que visam entender esses mecanismos de tolerancia [45].
Como essas plantas sao utilizadas na recuperagdo de solos degradados esses
estudos se tornam muito importante do ponto de vista ambiental.

A complexacdo e compartimentalizacdo de metais e metaloides tOxicos em
plantas envolvem ligantes de alta afinidade como aminoéacidos, acidos organicos e
peptideos como as fitoquelatinas e metalotioneinas[6]. As fitoquelatinas (PCs) sédo
peptideos tidlicos capazes de complexar e imobilizar metais e metaloides téxicos em
plantas, algas e fungos[46]. Formadas pelos aminoacidos glicina (Gly), cisteina
(Cys) e acido glutamio (Glu) sdo enzimaticamente produzidas utilizando a glutationa
(GSH) como substrato. As estruturas das PCs possuem repeticdes crescentes do
dipeptideo y-Glu-Cys seguida por uma Gly terminal y-(Glu-Cys),-Gly onde n pode
variar de 2 a 11, sendo as PCs mais comuns com n variando de 2 a 5 [44]. A

estrutura da fitoquelatina PC, é representada na Figura 1.3.

Glu Cys Glu Cys Gl
4 i " | {
| | | | | |
! | HS | i " ¥
! ol ! | i b
i ! 1 i ! 11
: i : : | '
i e : N : : : N\/COOP! i
1 I H 1 i 1 il
1 : 1 1 : ! :
i COOH i o !‘ COOH ' o l |'
: Y :
1 Glutationa (GSH) )
|
PC,

Figura 1.3 - Estrutura da fitoquelatina PC2(Glu= acido glutamico, Cys= cisteina e
Gly= Glicina) (adaptado [46]).

As PCs sao sintetizadas principalmente no citoplasma das células da raiz da
planta. Depois de complexar os metais e metaloides que entram nessas células, 0s
complexos PC-metal/metaloide s&o compartimentalizados no vacuolo (Figura 1.4).
Como o metal imobilizado € menos toxico que o metal livre, as PCs desempenham
um papel fundamental na desintoxicacdo de cadmio, arsénio, prata, bismuto,

chumbo, zinco, cobre, mercurio e ouro em plantas[44].
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YCF1
M(GSH), M(GSH), MPCn (HMW) = Complexos

de metal-fitoquelatina de alto

PCS PG peso molecular,

HMT1
M-PC » M-PC, (LMW) YCF1 = Proteinavacuolar
? ) > codificada pelo gene de
- » Mo+ levedura do fator cadmio,

§* HMT1 = Proteina vacuolar
codificada pelo gene de

tolerancia a metais pesados.

M-PC,
(HMW)

Figura 1.4 - Mecanismos de biossintese, ligacdo de metais e armazenamento de
fitoquelatinas no interior de células vegetais (adaptado[46]).

Véarios estudos sobre PCs visam elucidar a origem, estrutura, ligacdes e
possiveis interacbes PCs-metais [3,43,47,48]. Além disso, propdem métodos
analiticos capazes de identificar e quantificar esses compostos [46,49,50]. Esses
estudos contribuem para o uso de PCs como indicadores de poluicdo ambiental e na
selecdo de espécies fitorremediadoras [51].

Os métodos analiticos utilizados para identificacdo e quantificacdo de PCs
envolvem um preparo de amostra cuidadoso, uma vez que os complexos PC-metal
podem se degradar a temperatura ambiente, fazendo-se necessario o preparo da
amostra sob resfriamento [3,43]. Dentre as técnicas analiticas utilizadas pode-se
destacar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e a espectrometria de
massas com ionizagao eletrospray (ESI-MS) além da eletroforese Capilar (EC) [46].
No entanto, outras técnicas como a espectrometria de massas com ionizacao
ambiente tem mostrado potencial na identificacdo e quantificagcdo de metabdlitos

como as PCs em tecidos vegetais [10,11,52-55].
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1.6Quantificacdo de selénio e arsénio em plantas por espectrometria de

massas com plasma acoplado indutivamente

A concentragdo total de arsénio e selénio em tecidos vegetais pode ser
determinada por varias técnicas espectroanaliticas, como a absorcédo atdbmica com
forno de grafite (GFAAS), espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de
hidretos (HGAAS), a espectroscopia de fluorescéncia atbmica com geracdo de
hidretos (HG-AFS), espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) e a espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) [56]. A alta sensibilidade, boa precisdo, exatiddo, carater
multielementar e andlise de isétopos faz com que o ICP-MS seja a técnica mais
utilizada [56].

No ICP-MS os ions gerados no plasma séo introduzidos no espectrémetro de
massas onde sao separados e analisados de acordo com sua massa/carga (m/z). O
instrumento possui um sistema de introducdo de amostra que converte amostras
liguidas em um aerossol, uma tocha responsavel por produzir o plasma que atomiza
e ioniza os elementos da amostra, a interface (cone de amostragem e skimmer) que
diminui a velocidade de entrada dos ions do plasma para o espectrometro de
massas , lentes que direcionam os ions para o analisador de massas removendo
fétons e neutros, uma célula de colisdo e reacdo que remove interferéncias
espectrais e ions poliatdmicos, um analisador de massas e um detector [57].

Como o ICP-MS apresenta alta sensibilidade as suas determinacdes podem
ser prejudicadas por limitacGes associadas a interferéncias espectrais e nao
espectrais. No caso do selénio as interferéncias isobéaricas sdo eliminadas usando
um isétopo alternativo para quantificacdo. As medicdes dos is6topos "'Se*, ®Se* e
85e* sdo afetadas pelos fons poliatdmicos “Ar¥’Cl *, “Ar¥Art e “°Ar*°Ar*
respectivamente, ja4 a medicdo do isétopo %°Se* ndo é afetada por interferéncias
isobaricas. No entanto, devido a menor abundancia natural do is6topo #Se* o limite
de deteccdo do método precisa ser melhorado. Para determinacdes de arsénio, que
€ monoisotdpico, as interferéncias sdo minimizadas pelo uso da célula de colisao.
Em matrizes com concentracdes elevadas de cloreto, a principal interferéncia

isobarica que as determinacdes de °As* sofre é pela formacado do fon poliatdmico
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OAr®CIt . Por isso, a utilizacdo de &cido cloridrico ou perclérico para digestdo da
amostra ndo é recomentada quando se deseja quantificar arsénio [56].

O preparo de amostra para analises em ICP-MS geralmente consiste em uma
digestdo com acidos minerais e aquecimento. Por ser comercializado em alta pureza
e por formar produtos de reagdes solUveis em agua como nitratos metalicos o acido
nitrico (HNO3) € mais utilizado. Um agente oxidante usado normalmente em conjunto
com HNO3; para melhorar a eficiéncia da digestao é o peroxido de hidrogénio (H205).
Por ser um forte oxidante e por formar agua e oxigénio como produtos de

degradacdo, o H,O, é bastante utilizado [58].
1.7Espectrometria de massas com ionizacdo ambiente

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica instrumental muito
versatil. Ela permite a identificacdo de compostos desconhecidos dando informacdes
sobre sua massa molecular, sua composicdo elementar e, em muitos casos, sua
estrutura quimica. No espectrdometro de massas as moléculas sédo convertidas em
ions que sdo separados pela sua razdo massa e carga (m/z). A fonte de ionizagéo é
responsavel por gerar ions na fase gasosa que sdo provenientes de moléculas
neutras ou carregadas para em seguida, separa-los em um analisador de massas de
acordo com a relacdo m/z . Os ions sdo encaminhados a um detector, o qual conta e
transforma a corrente de ions em sinais elétricos que posteriormente vao para um

sistema de computador que processa o sinal (Figura 1.5).

i Espectro
Fonte Analisador Detector de massas

| Oéoo‘ :l—— © o

Processamento
dos dados

Relative intensity
= o,

lonizagao Separacgdo dos ions Detecgdo dos ions

Figura 1.5 — Componentes de um espectrometro de massas (autoria propria).
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Dentre os componentes dos espectrometros de massas as fontes de
ionizacdo foram as que mais evoluiram instrumentalmente. Ha diversas fontes de
ionizagdo disponiveis atualmente, com métodos de ionizagcdo sob vacuo, a pressao
e temperatura ambiente, e mais recentemente a ionizagdo em ambiente aberto. As
primeiras fontes de ionizacdo desenvolvidas foram as de ionizacdo por impacto de
elétrons (El) e a ionizacao quimica (Cl). Elas permitem analisar moléculas organicas
volateis e obter informacdes estruturais com grande reprodutibilidade. No entanto,
essas fontes ndo sdo capazes de ionizar moléculas biolégicas grandes, que séo
dificeis de vaporizar ou ionizar. Além disso, por utilizarem uma alta energia, podem
degradar moléculas que ndo sdo termicamente estaveis e dificultar sua identificacao
[59].

O surgimento de novas técnicas de ionizagdo, como a ionizagdo por
electrospray (ESI), expandiu a gama de moléculas que podem ser analisadas por
espectrometria de massas, incluindo moléculas de alta polaridade, alta massa
molecular e grande complexidade estrutural. Esse tipo de ionizacdo € conhecido
pela habilidade em transferir espécies de solucdo para a fase gasosa de forma
suave, permitindo que espécies supramoleculares, fracamente ligadas, permanecam
intactas [53].

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray ESI-MS tem como
principal limitacdo a baixa tolerancia a sais e a misturas salinas, necessidade de
amostras com pureza elevada e o fato de ser aplicada somente para amostras na
forma de solucdes. Nesse contexto, a espectrometria de massas com ionizacao
ambiente tém surgido como uma alternativa para simplificacdo do preparo da
amostra exigido [60]. Nas técnicas de espectrometria de massas com ionizacao
ambiente as amostras nao necessitam de pré-tratamento ou somente necessitam de
um minimo preparo. Os ions sdo gerados sob pressdo atmosférica e temperatura
ambiente antes de sua introducdo no espectrdmetro de massas para analise. Os
analitos sdo diretamente dessorvidos/ionizados da superficie da amostra de tal
modo que instantaneamente as medicdes no espectrometro de massas se tornam
possiveis [61].

Devido sua simplicidade e eficiente informacdo molecular, o interesse por

técnicas de ionizagcdo ambiente tem crescido cada vez mais, as quais tém sido
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usadas como novas ferramentas para andlises de tecidos biolégicos, plantas, drogas
e amostras ambientais [10,12,53,62—-65].

1.7.1 Desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging (DESI-
MSI)

Em 2004, foi proposta por Cooks e colaboradores, a técnica denominada
DESI-MS, a qual representa um dos mais bem sucedidos avancos na espectrometria
de massas [60]. DESI € uma técnica empregada para analise direta em tempo real,
sob pressdo atmosférica, a temperatura ambiente, com baixo consumo de amostra,
sendo conduzida com nenhum ou com minimo preparo de amostra [54].

O principio de funcionamento do DESI consiste em um solvente que entra por
um tubo capilar no nebulizador; lateralmente a esse tubo, um jato de gas a alta
pressao (geralmente nitrogénio) é introduzido, o qual produz pequenas goticulas do
solvente. Entre o capilar e o espectrometro de massas existe uma grande diferenca
de potencial que deixara as goticulas eletricamente carregadas (eletrospray). Esse
feixe de mindsculas gotas eletricamente carregadas é direcionado a amostra por um
angulo a. Os ions dessorvidos séo direcionados para a entrada do espectrémetro de
massas, a pressao atmosférica, que faz um angulo 8 com a superficie da amostra
(Figura 1.6). O suporte onde se encontra a amostra € livre para se movimentar e,
desse modo, pode-se analisar varias por¢cées de um mesmo material. Amostras
sélidas podem ser analisadas como tal, amostras liquidas devem ser absorvidas em
algum material e amostras gasosas devem ser adsorvidas em uma superficie solida
[66].

A primeira técnica com ionizacdo ambiente utilizada para obtencdo de
imagens quimicas foi DESI-MS. As imagens quimicas sdo imagem bidimensional de
moléculas e ions presentes em uma superficie. Com DESI-MSI ¢é possivel que a
imagem seja obtida em ambiente aberto, tornando a andlise mais simples e
oferecendo a possibilidade de obter imagens in situ [67]. As imagens pode ser feitas
em amostras de tecidos vegetais cortados em criostato e depois descongelados em
lamina de vidro [10], por analise direta de folhas e pétalas de flores [12] ou de
imprints. Para obtencdo do imprint analitos de interesse séo transferidos para

superficies planas e duras que facilitam as analises.
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Figura 1.6 - Diagrama esquematico da técnica DESI-MS (adaptada [66]).

Muitos trabalhos utilizaram a técnica DESI-MS para investigar o perfil de
metabdlitos em tecidos vegetais [10-12,68,69]. Por exemplo, estudos usaram DESI-
MSI no monitoramento da mudanca de metabdlicos da batata quando invadida por
patdgenos [10] e na distribuicdo dos metabdlitos em folhas, flores e pétalas de varias
espécies de plantas [12]. Além disso, a técnica DESI-MS foi utilizada para a

especiagdo de arsénio em folhas de samambaia [54].

1.7.2 Paper Spray mass spectrometry (PS-MS)

A espectrometria de massas com ionizagdo ambiente tem sido alvo de
interesse desde a introducdo do DESI em 2004. Nos anos seguintes, uma série de
novas técnicas de ionizacdo que se inserem neste subgrupo da espectrometria de
massas tem sido desenvolvida. Dentre estas, destaca-se paper spray mass

spectrometry (PS-MS). A técnica se caracteriza por ser rapida, possibilitar analises

16



gualitativas e quantitativas em matrizes complexas como de tecido vegetal. Pela
técnica é possivel analisar desde pequenas moléculas orgéanicas a biopolimeros
[55].

O principio do PS-MS se baseia na conexdo de um papel triangular com um
clipe de metal, posicionado em frente ao orificio de entrada do espectrobmetro de
massas, onde serd depositada a amostra. Por meio do clipe de metal € aplicada
uma alta voltagem entre o papel e a entrada do espectrobmetro de massas e, assim,
goticulas carregadas sdo emitidas da ponta do papel triangular para o espectrémetro
de massas, levando a formacéo de ions similar ao processo ESI. A Figura 1.7 ilustra
uma representacdo esquematica da fonte PS-MS. Essa técnica serve como uma
ferramenta complementar para métodos convencionais, como LC-MS [53].

A simplicidade da técnica fez com que surgissem uma variedade de aplicacdes,
principalmente por causa da maior parte dos interferentes, comumente presentes em
matrizes complexas, ficarem retidos pelo papel com notavel reducdo da supressao
ibnica. Além disso, é uma técnica de baixo custo e de facil fabricacdo. O PS-MS tem
inUmeras outras vantagens: € necessario somente um pequeno volume de amostra
(em torno de 50 pL), pouco ou nenhum preparo da amostra, € imune ao
entupimento, eliminando a necessidade de filtragem da amostra contendo sélidos

dispersos, dentre outras [52].

Clips ions analitos
1‘ Solugédo /
—
Papel triangular /
%y P . Entradado MS

—l—
Figura 1.7 - Representacdo esquematica da fonte PS-MS (adaptada [70]).

A fonte de ionizacdo PS-MS pode ser adaptada para analise direta de tecidos
vegetais como folhas. Nessa técnica a folha a ser analisada é cortada de modo a se

obter um triangulo com as mesmas dimensdes do papel utilizado [71]. A
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determinacdo de agroquimicos em amostras vegetais de rucula, manjericao,
repolho, alface e couve foi realizada por PS-MS por analise direta das folhas dos
vegetais [53]. Os resultados desses estudos demonstraram que ambas as técnicas
sdo adequadas, no entanto a analise direta das folhas tem como vantagem a
eliminacdo da etapa de extracdo dos agroquimicos. Quando se trata de amostras de
frutos e raizes, a analise direta ndo é viavel e a extracdo dos compostos de
interesse se faz necessaria. A determinacdo de trés pesticidas em amostras de
tomate por PS-MS demonstrou ser adequada para monitorar a qualidade dos frutos
[72].
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CAPITULO 2 - INTERACOES ARSENIO E SELENIO E SEUS EFEITOS
NA TRANSLOCACAO DE NUTRIENTES EM PLANTAS DE LINHACA
DOURADA

2.1Introducéao

O selénio, naturalmente encontrado no solo, na agua e em alguns alimentos, é
considerado um nutriente essencial para o homem. E um elemento traco de grande
poder antioxidante e tem sido sugerido como um suplemento alimentar para
beneficio da salde[73]. O Se ndo é um elemento essencial para as plantas, embora
algumas espécies, principalmente as pertencentes a familia Lecythidaceae, como
por exemplo, a castanha do Para, possam acumular quantidades relativamente
grandes de Se[36] e, portanto, ser a principal fonte deste elemento para
humanos[33]. Na verdade, alimentos deficientes em selénio séo relatados em todo o
mundo [74], uma vez que a maioria das espécies de plantas ndo consegue lidar com
sua toxicidade.

Vérios autores tém discutido os efeitos benéficos de baixas concentracdes de Se
em plantas, seu papel na estimulagdo do crescimento vegetal e na defesa contra
estresses abibticos como frio, seca, dessecacdo, além do estresse por metais e
metaloides [33,75]. No entanto, em concentracdes superiores a 20 pmol L™, 0 Se em
solucdo nutritiva causa diminuicdo na biossintese de proteinas, crescimento
atrofiado, murchamento das folhas e, em ultima instancia, morte [75]. Esses efeitos
toxicos sdo semelhantes aos causados por As, Cd, Hg e Pb, sugerindo que eles
compartiiham as mesmas interagdes bioquimicas nas plantas. Na verdade, a
interacdo de Se (em concentracfes relativamente altas) com grupos sulfidrila
presentes em enzimas e proteinas estruturais pode resultar em estresse oxidativo
[3]. Por outro lado, 0,1 mg L™ de Se diminuiu a toxicidade de altas concentracées de
As (5,0 mg L™ em cultivo hidropdnico de Nicotiana tabacum L [76]. Bluemlein e
colaboradores [43] descobriram que o selenito na concentracdo de 5,0 uM aumenta
a toxicidade do arsenato (2,0 uM) em Thunbergia alata. No entanto, o efeito
antagbnico do As (como arsenato) e Se (como selenito) nas plantas ainda esta em

debate na literatura [3,43,76]. O papel antagbnico pode estar relacionado a um efeito
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caracteristico da espécie, em funcdo das concentracbes de As e Se, podendo
impactar os niveis de micronutrientes importantes como Fe, Mn e Zn na dieta
humana e em plantas.

Por outro lado, o arsénio € um elemento altamente toxico para animais e plantas
e € amplamente distribuido no meio ambiente [76]. O arsénio € considerado um
elemento carcindgeno de classe 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC) [76,77]. O acumulo de As no solo e na agua pode afetar o
crescimento e o desenvolvimento das plantas e representar um risco para a saude
dos humanos por meio da cadeia alimentar [76,78]. As raizes sdo comumente o
primeiro 6rgdo da planta a ser exposto ao As, no qual o alongamento da raiz é
consideravelmente prejudicado. Destaca-se que a absorcdo e acumulacdo de As
pelas plantas variam de acordo com o habitat e as espécies de plantas [76,77].
Considerando o fato de que os ions de As sdo prontamente absorvidos pelas raizes
e translocados para as folhas, ha uma necessidade urgente de entender os
mecanismos de assimilacdo, absorcdo, acumulacdo e metabolismo de As nas
plantas [78].

A linhaca é uma das culturas mais antigas do mundo, sendo uma importante
fonte de fibras naturais, 6leo industrial [79], e uma rica fonte de acidos graxos
Omega-3, acido alfa-linolénico, fibras e proteinas [17]. O consumo da linhaca
dourada como alimento funcional esta aumentando e estudos visando a investigacao
do acumulo de As e Se nesta espécie vegetal sdo necessérios [17], podendo
esclarecer se metais e metaloides sdo translocados ou imobilizados por partes
comestiveis, excluindo-os da cadeia alimentar humana, como observado para Cd e
Zn em algumas variedades de linhaca [5]. Nesse sentido, este estudo investigou a
toxicidade, translocacéo e a correlacdo entre As e Se em plantas de linhaca dourada
(Linum usitatissimum L.) apés 15 dias de exposicdo a arsenato (As”), selenito (Se'),
selenato (Se"') e co-exposicédo a As' + Se'. A hipétese investigada foi a de que a
linhaca dourada pode apresentar sensibilidade a espécies distintas de Se (Se' e
Se") e que a forma supostamente menos téxica (Se') seja capaz de neutralizar o
efeito deletério do As'. Como resultado, o Se" evitaria a absorcdo excessiva e a
translocacdo do As’ das raizes para as folhas e evitaria 0 comprometimento da

absorcdo de micronutrientes essenciais as plantas.
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2.20bjetivo

O objetivo desse trabalho foi investigar as interagdes antagbnicas e sinérgicas
entre As e Se em plantas de linhaca dourada expostas a As”, Se" e Se"' e co-

expostas ao As’ + Se".

2.2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a absorcao, toxicidade e translocagéo de As e Se nas plantas de linhaca
dourada quando expostas a As”, Se'¥ e Se"' e co-expostas a As" + Se'.

e Correlacionar a exposicdo ao As’ e co-exposicdo ao As’ + Se" com a
distribuicdo dos micronutrientes essenciais (Fe, Mn e Zn) na planta;

e Verificar se o Se'V altera a absorcéo, toxicidade e translocacdo do As”.
2.3Materiais e Métodos

2.3.1 Instrumentacao

O espectrobmetro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
empregado foi um Agilent Technologies (7700, Toquio, Japado). As amostras foram
liofilizadas em um Modulyod-230 (Thermo Scientific, Asheville, EUA). A digestao das
amostras foi realizada em forno micro-ondas com cavidade (Milestone, Sorisole,
Itadlia) utilizando frascos reacionais de PFA® (perfluoroalcoxi). A Tabela 2.1

apresenta as condigfes instrumentais para as quantificagdes por ICP-MS.
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Tabela 2.1 - Parametros instrumentais do ICP-MS usados na quantificacdo
multielementar das amostras de raizes, caules e folhas da linhaca dourada.

Parametros Instrumentais

Tocha Quartzo com 2,5 mm de diametro interno
Cones de Interface Ni
Diametro dos tubos Tygon 1,02 mm
Camara de nebulizacao Concéntrica
Poténcia de RF 1550 W
Velocidade da bomba peristaltica 0,5 rps

1,09 L min™ (Modo sem gas)

Gas de arraste 1,20 L min™* (Modo géas He)

Fluxo do géas auxiliar 4,7 mL min®
Medidas
Varreduras 100
Tempo de integracao 0,3s
Replicatas 3
Resolucéao <1
m/z monitorados Mn, °Fe, %zn, °As, "'Se, ®Se, 82Se,

89y (Modo gés He)
'Se, "8se, 82Se, 8Y (Modo sem gas)

2.3.2 Reagentes

Todas as solucbes foram preparadas com agua destilada e deionizada (18
MQ cm™, Milli-Q®, Millipore Direct-Q 3, Molsheim, Franca). Todos os materiais
utilizados foram descontaminados em HNO3z a 10% v v por pelo menos 24 horas.
Nitrato de potassio (KNO3), sulfato de magnésio (MgS0O,.7H,0), sulfato de zinco
(ZnS04.7H,0), fosfato de aménio dibasico [(NH4):HPO,], molibdato de sbédio
(Na;Mo004.2H,0) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); nitrato de célcio (Ca(NO3),.4H,0),
acido bdrico (H3BO3), cloreto de manganés (Il) (MnCl,.4H,0), sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0), sulfato ferroso (FeS0O4.7H,0), sal dissddico EDTA (Dinamica, Rio
Grande do Sul, Brasil) e o tampéao 2-N-Morpholino - MES (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) foram utilizados na preparacao da solugao nutritiva de Hoagland 10% v v
' AsY, se" e Se"' foram adicionados a solucdo nutritiva Hoagland como arsenato
monossodico (NaH2AsOg4, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), selenito de sodio (Na,SeO3)

e selenato de sodio (Na,Se0Q,), (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), respectivamente.

22



Os sais de As”, Se' e Se"' foram preparados na concentragéo 0,1 mol L™ em meio
aguoso e entdo adicionados na solucao nutritiva Hoagland.

Peroxido de hidrogénio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e &cido nitrico
concentrado (Merck, Darmstadt, Alemanha), purificado em destilador sub-boiling
(DuoPUR, Milestone, Sorisole, Italia), foram usados na digestao por micro-ondas.

As solucdes de referéncia para construcado das curvas de calibracdo foram
preparadas no dia da medida a partir de diluicbes adequadas de solucdo padrdo 10
ug mL™ de As, Fe, Mn, Se e Zn (Elemental Scientific, Omaha, EUA) e Y foi usado
como padréao interno (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

2.3.3 Germinacao das sementes

As sementes de linhaca dourada foram adquiridas em um mercado local de
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As sementes foram germinadas em papel
Germitest embebido em agua a temperatura ambiente. Trés dias ap0s a germinacao
(DAG, do inglés, day after germination), radiculas de tamanho semelhantes foram
transferidas para sistemas hidropbnicos (8 sementes germinadas por vaso)
contendo 600 mL de solucdo nutritiva Hoagland 10% v v* (pH 5,5), com base em um
estudo anterior [3]. Cada vaso representou uma amostra biolégica composta por oito

plantas.

2.3.4 Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade foram adaptados da literatura [3,43]. Resumidamente,
as solugBes nutritivas Hoagland foram suplementadas individualmente com As”, Se'”
ou Se”' a 0, 5, 10, 25, 50, 100 ou 200 pmol L™. Alternativamente, as sementes
germinadas foram co-expostas a As’ + Se', em que a concentracdo do primeiro
variou de 0 a 200 pmol L™, enquanto a concentragdo do ultimo foi fixada em 5 umol
L. Os sistemas hidropdnicos foram montados em triplicata e mantidos por 15 dias
em temperatura ambiente. As solu¢des nutritivas suplementadas ou ndo com As e
Se foram trocadas a cada trés dias.

O indice de tolerancia da raiz (% ITR) foi calculado dividindo-se o
comprimento da raiz das plantas tratadas com As”, Se" ou Se"' pelo comprimento
da raiz das plantas controle multiplicado por 100. A toxicidade do As", Se" e Se"
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para as plantas de linhaca dourada foi determinada em termos de ECs
(concentracéo que inibe 50% do crescimento). Os valores de ECs, foram calculados
usando os valores de ITR correspondentes, e posteriormente comparados com as
plantas controle desprovidas de qualguer tratamento com As e/ou Se. Para isso, as
equacles das regressdes exponenciais decrescentes obtidas (apéndice A) foram
utilizadas nos calculos. O comprimento da raiz e o comprimento total foram
avaliados no inicio da exposicéo (d-0; 3° DAG) e ao final do experimento (d-15; 18°
DAG). O desenvolvimento das plantas de linhaca dourada expostas ao As’ pode
ser observado na Figura 2.1. Nos demais experimentos de exposicdo e co-
exposicao as plantas apresentaram desenvolvimento semelhantes e por isso nao
sdo apresentadas. Nas concentracées de exposicdo de 50, 100 e 200 pmol L™ nota-

se uma reducao significativa de desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 2.1 — Plantas de linhaca dourada expostas a As’ no 3° e 18° dias ap6s a
germinacao (DAG). Os numeros nos circulos correspondem as concentracfes de
exposicdo a As¥ em pmol L™ nos trés vasos destacados. A letra ¢ corresponde os
vasos de plantas controle.
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2.3.5 Preparo das amostras

Ao final dos experimentos, as plantas foram retiradas da solucdo de
Hoagland, lavadas com agua destilada e deionizada e separadas em folhas, caule e
raiz (n = 3). Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 48 h, pesadas e
digeridas em forno de micro-ondas com cavidade em frascos fechados utilizando 7
mL de HNO350% v v mais 1 mL de H,0, 30% v v'. O programa de aquecimento
por micro-ondas consistiu em uma etapa de rampa para aquecimento até 180 °C
por 10 min, seguido de uma etapa de patamar, onde essa temperatura foi mantida
por 20 min, seguido de resfriamento por 30 min. O volume das amostras digeridas
foi ajustado para 30 mL com agua ultrapura. As amostras digeridas foram analisadas
por ICP-MS.

2.3.6 Figuras de Mérito

A exatiddo e a precisao (repetitividade) do método analitico para As e Se
foram avaliadas usando um material de referéncia certificado (MRC) de folhas de
espinafre (National Institute of Standard and Technology - NIST 1570a). Seis
replicatas do MRC foram digeridas conforme o preparo de amostras descrito. Para
avaliacdo da exatiddo em termos de recuperacdo calculou-se a (%) de recuperacao
e os valores obtidos foram comparados estatisticamente com os valores certificados
pelo teste t a 95% de confianga. Nos experimentos conduzidos sob a forma de
repetitividade, a precisdo foi expressa em termos de desvio padréo relativo DPR(%)
dos resultados de recuperacdo calculados pela razdo entre o desvio padrdo das
concentracdes e a média dessas concentragdes multiplicado por cem (DPR = 100 x
s / X), onde s é o desvio padrdo da média das concentracdes e X € a média das
concentracOes determinadas para as replicatas de amostras do MRC.

Limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados usando o
desvio padrao obtido para as solu¢des de brancos analiticos e a inclinagdo da curva
analitica (LD = LQ / 3,3 e LQ = 10s/b, onde s é o desvio padrao de 7 brancos
independentes e b é a inclinagdo da curva analitica).

Os parametros da regressdo foram estimados pelo método dos minimos

quadrados ordinarios (MMQO), com curva de calibragdo em seis niveis de
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concentracdo: 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pg L™, em triplicata. Para todas as solucdes da
curva e amostras digeridas empregou-se como padrdo interno itrio (Y) na
concentracdo de 200 pg L™. Os outliers (valores dispersos) foram identificados pelo
teste de residuos padronizados Jacknife. Este teste foi aplicado sucessivamente até
que novos outliers ndo fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2%
no namero original de resultados. As premissas do modelo de regressdo foram
avaliadas de acordo com os testes normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos da regressdo. Por fim, o Teste F (ANOVA) foi utilizado
para verificar o ajuste ao modelo linear[80]. Todas as solu¢des foram quantificadas
por ICP-MS.

2.3.7 Fator de translocacao do selénio e arsénio

O fator de translocacédo (FT) foi calculado pela razdo entre a concentracao

dos metaloides na parte aérea da planta (caule e folhas) e a concentracédo na raiz
(Eq. (1)) [81].

Concentracio total de metaloide no caule e na folha
FT = : Eq.1

Concentracao total de metaloide na raiz

2.4Resultados e Discussao

Os LD e LQ para As e Se foram 0,51 e 0,52 yg L* e 1,70 e 1,71 pg L™,
respectivamente. As recuperagdes no MRC NIST 1570a foram de 96 + 6% e 97 +
4% para As e Se, respectivamente. Pelo teste t a 95% de confianca as
concentragcbes determinadas de As e Se no MRC néo diferem estatisticamente dos
valores certificados.

Para a precisdo em termos de repetibilidade, os valores de DPR(%) foram de
6,75% para As e 8,63% para Se, sendo considerados aceitaveis, pois foram
menores que 15% (critério de aceitabilidade para amostras ambientais[82]),
indicando que o método apresenta uma boa precisédo. Os resultados obtidos para a
avalicdo da linearidade das curvas Se e As estdo apresentados na Tabela 2.2.
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A linearidade de um método € sua habilidade em obter sinais analiticos que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo ou quantidade do analito na
amostra. Os intervalos de confianca dos residuos para curva do Se e As sugeriram
um e quatro outliers, respectivamente, confirmados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife. O teste das premissas para uso apropriado do MMQO
mostrou que os residuos seguem uma distribuicdo normal, sdo homoscedasticos e

independentes e que ha significancia na regressao e ndo ha desvio da linearidade.

Tabela 2.2 — Avaliagdo da linearidade para as curvas de Se e As (0 a 100,0 ugL™) a
95% de confianca.

. Curva
Estatistica
Se As
Numero de observacdes N 17 14
Normalidade R/Rcrit 0,9764/0,9461 0,9874/0,9315
Homoscedasticidade t 0,281 2,20
Independéncia D 1,615 1,334
Regressao F/IFcit 2,29 x 10%/4,49 2,44 x 104,84
Desvio da linearidade F/Fcrit 0,822/3,26 1,72/4,12

n = nimero de observacgdes; R = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner; p = significancia;
tL = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-Watson; e F = raz&o entre variancias

2.4.1 Teste de toxicidade e matéria seca da planta

Os valores de ECso para As’ + Se'V, AsY, se'V, Se foram 62,4 + 3,8; 47,8 +
7,9; 24,7 + 59; 4,32 + 0,67 umol L?, respectivamente (Figura 2.3). Dentre as
espécies avaliadas, o Se" foi 0 mais téxico para as plantas (valor ECso < 5 umol L™)
levando a reducdo da matéria seca da planta, mesmo em concentracdes de
exposicdo mais baixas (Figura 2.4). Tanto As' quanto Se' sdo as espécies mais
abundantes de As e Se em solos aerébios, respectivamente [3]. O As’ foi
considerado menos téxico do que Se'" para plantas de linhaca dourada (Figura 2.4).
No entanto, a quantidade de As € normalmente maior (até 16 vezes) do que a de Se,
mesmo em solos seleniferos [23]. Portanto, as plantas foram expostas a
quantidades relativamente maiores de As em comparacdo ao Se. O Se'V em baixas
concentracfes também € conhecido por aumentar em plantas a quantidade de tiois
nao proteicos, que incluem glutationa reduzida (GSH) e fitoquelatinas (PCs)[83].
Dessa forma, se o Se' estiver presente em baixa concentracdo, existe a
possibilidade de o As se beneficiar do aumento da concentracdo de tidis para sua

desintoxicacdo, conforme sugerido anteriormente na literatura[3]. Por isso, nesse
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trabalho investigou-se como o Se'" em baixas concentracées pode diminuir a
toxicidade do As' em plantas e ndo contrario, embora as plantas fossem mais
sensiveis ao Se'Y. Na figura 2.2 é possivel observar o crescimento das raizes em
funcdo das diferentes concentracées de exposicéo a As'. Na exposicéo a Se', Se"'
e co-exposicdo a As' + Se"' o desenvolvimento das plantas foi semelhante e por
isso ndo foram apresentados imagens referentes a esses tratamentos.

Os menores teores de massa seca foram observados para as plantas
contaminadas com Se"' em concentracdes menores que 25 umol L™ quando
comparadas com aquelas expostas a As (Figura 2.4). Foi observado também
diminuicdo do tamanho das raizes das plantas tratadas com As' ou As' + Se'" em
concentracdes iguais ou superiores a 100 umol L em relacdo ao controle. A
restricio no acumulo de biomassa € um dos efeitos toxicos tipicos de um
metal/metaloide sobre plantas. A diminuicdo do teor de massa seca das plantas de
acordo com o incremento na concentracdo de metaloide foi mais pronunciada nas
plantas expostas apenas ao As’, em comparacéo com aquelas tratadas com As” +
seV.

- >
0 5 10 25 50 100 200

AsY umol L1

Figura 2.2 — Crescimento das raizes em funcdo das diferentes concentracdes de
exposicdo a As".
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Figura 2.3 - Indice de tolerancia da raiz (ITR) para plantas de linhaca dourada
expostas (Se', SeV' e AsY) e co-expostas (Se' + As), em funcédo da concentracdo
dos ions com 15 dias de exposicdo. Os valores sdo a média * desvio padrao de
experimentos conduzidos com trés réplicas bioldgicas (as equagdes sao descritas no
apéndice A).
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Figura 2.4 - Porcentagem de massa seca total para plantas de linhaca dourada
expostas (Se', SeV' e AsY) e co-expostas (Se'’ + As") a concentracdes variadas de
ions por 15 dias. Os dados sdo a média + desvio padrdo de experimentos
conduzidos com trés réplicas bioldgicas (as equacdes sdo descritas no apéndice A).
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2.4.2 Acumulo de As e Se em folhas, caule e raiz

O actmulo de Se" na raiz e no caule das plantas foi acompanhado de um
incremento desta espécie na solucado hidropodnica, porém tal efeito ndo foi tdo
expressivo nas folhas (Figura 2.6). Em contraste, o acimulo de Se"' nas raizes e
caule diminuiu em duas ordens de grandeza e 2,5 vezes, respectivamente, quando
comparado ao do Se". Quantidades relativamente menores de Se"' foram
translocadas para as folhas (Figura 2.5).

A suplementacdo da solucdo hidropdnica com quantidades crescentes de
As' resultou no aumento desta espécie nas raizes (Figura 2.6E). No entanto, a
translocacdo de As” para o caule e folhas foram no méaximo 5 e 10 vezes menor do
gue a quantidade acumulada na raiz, respectivamente. A co-exposicao de plantas
com As” + Se'V aumentou a translocacéo de As" na faixa de 3 a 5 vezes para todas
as partes investigadas (Figura 2.6A, C e E). Uma diminuicdo na concentracdo de As
na raiz foi observada quando a suplementacdo foi préxima a 100 pymol L*(Figura
2.6E). E perceptivel que a translocacdo de As para as partes superiores das plantas
foi maior quando co-exposto com Se. Ao mesmo tempo, o acumulo de As na raiz €
consideravelmente maior na presenca de Se (Figura 2.6E). Na co-exposi¢cdo 0
acimulo de As nas raizes aumentou com o aumento da concentracéo de As’ até 50
umol L™ e posteriormente diminui na concentragéo de 100 pmol L™ (Figura 2.6E). A
exposicdo e co-exposicdo das plantas em concentracdes de As" acima de 50 pmol
L™ provocou uma reducdo expressiva na biomassa de raiz e isso pode ocasionar
mais erros na quantificacado dos elementos.

Nos experimentos de co-exposicdo, o acimulo de Se' nas plantas exibiu um
comportamento hiperbdlico, no qual maiores concentracbes de As levaram ao

aumento do acumulo de Se na raiz, caule e folhas (Figura 2.6B, D e F).
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Figura 2.5 - Concentracdo de selénio nas folhas (A), caule (B) e raizes (C) em
plantas de linhaca dourada exposta a concentracdes variaveis de Se' (simbolos
fechados) e Se"' (simbolos abertos) por 15 dias. Os dados sdo a média + desvio
padrdo de experimentos conduzidos com trés réplicas biologicas (as equacdes sao
descritas no apéndice A).

32



- 80
2 - 60 x:
(@)]
£ £
n n
2 -40 £
e ]
e
: =
%) 20 o
< ()
0
- 300
D 400 | A 2
o z o
£ R=0,077,~~ 500 E
o 300 - - 0
S @// =
g - 8
< 200 4 / e
[ - 100 g
N
= R?=0,970 @
T T T T 0
E F
2000 - - 2000
e Ic)
IU) x
<1500 - ' - 1500 g’
c) -
E N
N1000 A - 1000 £
© / &
5 g
0 - 500
<
T T T T 0

0 50 100 150 2000 50 100 150 200
As (umol L™ As (umol L™

Figura 2.6 - Concentragdo de arsénio (A, C, E) e selénio (B, D, F) nas folhas (A, B),
caule (C, D) e raizes (E, F) das plantas de linhaga dourada exposta a concentracdes
variaveis de AsV (simbolos fechados) e co-exposto com SelV na concentragdo de
5,0 umol L-1 (simbolos abertos) por 15 dias. Os dados sdo a média * desvio padrdo
de experimentos conduzidos com trés réplicas biolégicas (as equacdes sao descritas
no apéndice A).
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2.4.3 Fator de translocacao

Os fatores de translocacédo (FT) calculados ap6s a exposi¢cao e co-exposicao
das plantas de linhaca dourada apresentaram os maiores valores para Se"' (Tabela
2.3). Em geral, as espécies de Se apresentaram os maiores fatores de translocacéao.
A co-exposicdo com Se' aumentou o TF para As em 11 vezes, quando comparado

ao As apenas na concentracdo mais alta (200 pmol L™).

Tabela 2.3 - Fatores de translocacao para plantas de linhaca dourada expostas a
concentracdes variaveis de As’, Se', Se”' e co-expostas a concentracdes variaveis
de As' + Se' 5 pmol L™. Os valores representam a média (n = 3) + desvio padrdo
(DP).

Fator de Translocacdo * DP

Concentra?éo

(umol L) As" se" Se" As'+Se"v AsY+SeV
As Se Se As Se
5 0,16 +0,03 04+0,1 14,7+05 0,41+0,03 0,28%+0,12
10 0,07 +0,03 0,11 +0,09 14 +2 0,3+0,1 0,21 £ 0,02
25 0,06 £ 0,02 0,20+ 0,02 5+1 0,11+0,01 0,20+ 003
50 0,11+0,01 0,13+0,09 3,1+0,5 0,13+0,04 0,18+0,02
100 0,08+0,01 0,05+0,01 2,3+0,6 0,11+0,05 0,12+0,02
200 0,07+0,01 0,02+0,01 0,8%0,5 0,77+0,74 0,17 +£0,04
Resumo da Analise de Variancia
F valor 0,309"* 6,266* 9,352* 8,922* 0,542"%
Quadrado
meédio 0,00052 0,07038 180,83 1,017 0,00267

FT é definido como a razéo ente a concentracdo nas partes aéreas (caules e folhas) e nas
raizes. Os asteriscos indicam significancia a 5% de probabilidade pelo teste F, n.s. = ndo

significativo.

A andlise de variancia (Tabela 2.3) indica se o aumento da concentracdo de

exposiCao e co-exposicdo aumenta a translocacdo dos metaloides na planta de
forma significativa. O aumento da concentracdo de exposicdo a Se'" e Se"
aumentou a translocacdo de Se na planta. Ja 0 aumento da concentracdo de
exposicdo ao As’ ndo alterou significativamente a translocacdo de As, mas na co-

exposicdo As’ + Se'” essa translocacdo aumenta.
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2.4.4 Os testes de toxicidade revelaram toxicidade diferenciada de Se e

diminuic&o dos efeitos téxicos do As quando co-exposto com Se'

Uma vez que o Se"' foi altamente téxico para as plantas em comparacdo com
o Se", os testes de co-exposicéo subsequentes foram realizados com Se' a uma
concentracdo fixa de 5 pmol L™, determinada como menos prejudicial ao
crescimento da raiz (Figura 2.3). Além disso, concentracdes relativamente baixas de
Se sdo conhecidas por proteger as plantas de uma variedade de estresses abioticos,
incluindo estresse por metal [33]. Os testes de co-exposi¢do foram valiosos para
entender a extensdo da interacdo entre As e Se e uma possivel correlacdo entre a
translocacdo de micronutrientes (como Fe, Mn e Zn) para diferentes 6rgdos das
plantas.

Os valores de ECs determinados a partir dos experimentos de co-exposi¢cao
(Figura 2.3) evidenciaram que o Se' pode diminuir a toxicidade do As’ em plantas
de linhaca dourada, mesmo em concentragdes tdo baixas quanto 5 ymol L™. Além
disso, os resultados de ECso demonstraram que o As” isoladamente foi menos téxico
para plantas de linhaca do que Se". Esta melhoria no ITR resultou em maior
acumulo de biomassa ap6s a exposicdo a altas concentragdes de As (> 50 ymol L™).
Os efeitos antagdnicos entre As e Se nas plantas tém sido investigados no ambito
de possiveis interacdes entre espécies de ambos os metaloides [39,41]. A protecao
do Se" contra a toxicidade do As" esta provavelmente relacionado a mudancas nos
mecanismos de tolerancia das plantas a metais toxicos. Se'” pode afetar a absorcao
e translocacdo de As' e outros elementos nas plantas.

A desintoxicacéo do As’ em plantas devido & formacao de peptideos ricos em
enxofre como as fitoquelatinas (PCs) € apresentada na literatura [43]. Selénio e
enxofre sdo dois elementos intimamente relacionados e o primeiro pode substituir o
altimo para formar, por exemplo, Se-Cys, resultando na formacdo de PCs contendo
Se. Por esta razéo, as PCs contendo Se podem reduzir a toxicidade do As formando
complexos mais estaveis. Por outro lado, a competicdo entre As e Se por grupos
tidlicos(-SH) em PCs pode ocorrer e comprometer a eficiéncia das PCs em
desintoxicar o As e, consequentemente, aumentar a sua toxicidade. As PCs
desempenham um papel significativo no acumulo de arsenato e acredita-se que a

desintoxicacdo do arsenato ocorre por meio da coordenacao de tiolatos das PCs
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com o arsenato apos sua reducao [3]. Os resultados apresentados na Figura 2.6
suportam a primeira hipétese, uma vez que o Se' ndo comprometeu a absorcédo de
As" pelas raizes da linhaca dourada e sua posterior translocacéo para a parte aérea
(caule e folhas). E possivel supor que os efeitos citotoxicos do As’ foram
amenizados pelo Se', uma vez que as plantas tratadas simultaneamente com esses
metaloides acumularam mais biomassa de raiz e parte aérea em comparagao com
as tratadas individualmente com cada um (Figura 2.4). O incremento na biomassa
apos o tratamento com As + Se indica que o crescimento e o desenvolvimento das

plantas ndo foram prejudicados.

2.4.5 Selénio promove maior acumulo de As nas folhas, caules e raizes

O maior acimulo de Se' ocorreu nas raizes (> 70 g kg™ raiz), seguido por
caules e folhas, enquanto o acimulo de Se"' nesses 6rgéos foi relativamente baixo,
exceto quando as plantas foram expostas a 6,25 umol L™ (Figura 2.5) . A
suplementacdo da solucdo hidropénica com concentracdes mais baixas de Se"'
produziu a translocacdo de até 3,2 g para as folhas, em oposicdo a 0,3 g de Se'",
com quantificacbes de Se nas folhas de plantas sob mesmas condicbes
experimentais. Esses resultados sugerem que o excesso de Se"' na solucéo nutritiva
de alguma forma atrapalhou o acimulo desse ion nas folhas.

Os experimentos de co-exposi¢do revelaram que 5 umol L™ de Se' aumentou
a absorcéo de As" pelas raizes, o que, por sua vez, levou a um maior actimulo deste
dltimo no caule e nas folhas (Figura 2.6). Na verdade, o fator de translocacdo do As”
da raiz para a parte aérea aumentou pelo menos 10 vezes quando Se' foi
adicionado a solucdo nutritiva contendo 200 umol L™ As’Y em comparacdo com
aquele suplementado apenas com 200 pmol L™ de As’ (Tabela 2.3). Vale ressaltar
que as plantas tratadas com As' + Se'V ndo apresentaram sintomas visiveis de
fitotoxicidade (clorose nas folhas, atrofiamento e escurecimento das raizes), embora
tenham acumulado quantidades maiores de As".

O Se pode ser acumulado nas raizes principalmente como Se-Cys para ser
efetivamente incorporado as PCs e, portanto, estimular a desintoxicacdo do As [43].
Assim, o Se poderia facilitar a formacdo de complexos de As estaveis, como
(GS),AsSe- [3], hipotese que deve ser testada antes de se chegar a uma concluséao.

A co-exposicdo de Oryza sativa (arroz) ao As e Se melhorou o crescimento da
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planta e diminuiu o estresse induzido pelo As [27]. Na concentracdo de 25 pmol L?,

Se"' diminuiu o actmulo de As'"

em plantas de arroz cultivadas em condi¢des
hidropbnicas [42]. Além disso, 0 aumento de espécies reativas de oxigénio,
peroxidacgédo lipidica, 6xido nitrico, vazamento de eletrdlitos das células e atividade

da NADPH oxidase estimulada por As"

em plantas de arroz foram minimizadas pela
co-exposicdo com Se' [42]. No estudo, o acimulo de Se em plantas de arroz co-
expostas foi sempre maior do que em plantas tratadas com 5,0 pmol L™ de Se.
Resultados semelhantes foram encontrados em experimentos realizados com Pteris
vittata (uma espécie de samambaia)[41]. Com base neles, o Se a 5,0 ymol L™
provavelmente evita 0 aparecimento de sintomas de toxicidade (como clorose e
inibicdo do crescimento da planta) em plantas de linhaca devido a exposicédo ao As.

De modo geral, as plantas expostas ao As’ acumularam menores
quantidades em comparacdo com as tratadas com Se' ou Se"' (Figuras 2.5 e 2.6).
Isso é observado pelos maiores valores de FT encontrados para Se" nas
concentracfes testadas (Tabela 2.2). O As é conhecido por ser téxico para as
plantas, mesmo em concentracdes muito baixas [24]. A tolerancia das raizes das
plantas de linhaca ao As foi comparativamente maior (Figura 2.3), sugerindo que
esta espécie de planta possui um mecanismo de tolerancia para As melhor do que
para o Se. Parece que o Se'' aumenta os mecanismos de tolerancia da linhaca
dourada. E possivel supor que a associacdo de As' com Se' seja menos téxica
para as plantas do que apenas As’ nas mesmas concentragdes.

2.4.6 Absorcao dos micronutrientes essenciais Fe, Mn e Zn

A concentragdo de Fe, Mn e Zn nas raizes, caules e folhas das plantas
mudou com os tratamentos com As” ou As’ + Se'V (Figura 2.7). A Figura 2.8 mostra
as representacdes gréficas da correlagdo de Pearson (p <0,05).

ConcentracBes crescentes de As’ aumentaram a absorcdo de todos os
micronutrientes investigados nas raizes, um efeito mais evidente a partir de 50 pmol
L™. A translocacdo de Fe e Mn para a parte aérea da planta aumentou com a co-
exposicdo As' + Se', exceto quando As” foi usado em 200 umol L™. A translocacéo
de Zn em plantas co-expostas foi efetiva até 25 pmol L™ de As', enquanto
concentracdes iguais ou superiores a 50 umol L™ favoreceram o actimulo de Zn nas

raizes (Figura 2.7).
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Correlacdes positivas (cor azul) e negativas (cor vermelha) foram observadas
para os tratamentos (Figura 2.8). Em geral, o As” causou correlaces mais positivas
com 0s micronutrientes, enquanto a associacdo entre As' + Se' afetou

principalmente folhas e raizes com correlagdes negativas.
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Figura 2.7 - Concentragcdo de Mn, Fe e Zn nas folhas, caule e raizes de plantas de
linhaca dourada expostas a concentracbes variadas de As' ou concentracbes
variadas de As" + Se'V (5 ymol L™), respectivamente.
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2.4.7 Correlagdo multi-elementar

O As” prejudicou, mas n&o inibiu totalmente, o acimulo de Mn, Fe e Zn nas
folhas. A translocacdo do Zn das raizes para as folhas melhorou consideravelmente
quando as plantas foram expostas ao As’ + Se', exceto para concentracées
superiores a 50 pmol L™ (Figura 2.7). Além disso, o efeito negativo do As’ na
mobilidade do Zn das raizes para as folhas (Figura 2.8) pode levar a deficiéncia de
Zn nas plantas e diminuir seu crescimento[84]. O Zn € um cofator crucial para
enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio, transferéncia de energia e
sintese protéica, além de contribuir para a biossintese de auxinas e giberelinas, dois
importantes hormdnios de crescimento [85]. Ferro e Mn sdo nutrientes essenciais na

fotossintese e a deficiéncia de ambos nas folhas é conhecida por comprometer a
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biossintese da clorofila [85,86]. A auséncia de sintomas visiveis tipicos de clorose
em folhas de plantas co-expostas (As" <200 pmol L) sugere que as quantidades de
Fe e Mn detectadas nas folhas foram suficientes para que as plantas realizassem
satisfatoriamente a fotossintese e, portanto, crescessem e acumulassem biomassa.
A absorcéo e translocacdo de Mn e Zn também foram afetadas por As’ em Pisum
sativum (ervilha) [87] e os resultados sugerem que Se' superou o efeito negativo do
As' na translocacdo de Zn para as folhas. O fato do Zn poder atingir o meristema
apical caulinar - principal sitio de biossintese de auxina [88] em plantas
suplementadas com As' + Se" também corrobora a acdo benéfica do Se no
crescimento das plantas tratadas com As, sob as condi¢ces experimentais testadas.

O As apresentou uma interacdo antagonica com o Fe em todos os 6rgaos das
plantas (Figura 2.8). Uma forte correlagao entre As e Fe foi observada em plantas
co-expostas. Uma correlacdo negativa também foi encontrada entre As e Fe em
raizes de arroz tratadas com As' [24]. Du e colaboradores[24] mostraram que a
presenca de As' restringe a absorcdo de P, levando a uma correlacdo negativa
entre As e P nas raizes. Fosforo e Fe compartilham algumas fun¢bes biolégicas
semelhantes, sugerindo a forte conexdo entre eles nas plantas. Em Arabidopsis
thaliana, os reguladores de resposta a deficiéncia de P sdo alterados pela
disponibilidade de Fe e vice-versa [24,89]. Mais uma vez, o Se'’ reverteu os efeitos
negativos do As' na absorcdo de Fe, pois as plantas co-expostas apresentaram
maiores teores de Fe nas folhas e raizes em comparag¢do com as plantas expostas
somente ao As".

Efeitos sinérgicos (p <0,05) entre As e Se foram encontrados em caules e raizes
de plantas de linhaga dourada co-expostas. A absorcdo de Se aumentou a absorcao
de As e vice-versa nas plantas co-expostas. No entanto, a translocacao de Se para
folhas foi prejudicada na presenca do As (Figura 2.6). Resultados contrastantes
sobre as interacdes As e Se em plantas estdo disponiveis [41] e isso sugere que a
resposta de um organismo a co-exposicdo de metaloides depende da espécie da
planta e também do estagio de desenvolvimento. A samambaia chinesa € um bom
exemplo, uma vez que o sinergismo entre As e Se ocorreu quando 0s niveis de Se
foram inferiores a 2,5 mg L™, mas o antagonismo foi observado para Se em

concentracdes superiores a 2,5 mg L™ [41]. A suplementacdo com As (10 pmol L) e
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5 umol L Se em Vigna radiata (feijio-mungo) desencadeou o crescimento da

planta, o que indicou uma interacao sinérgica entre os elementos [83].
2.5Concluséo

O Se" diminuiu a toxicidade do As" nas plantas de linhaca dourada durante os
estagios iniciais de desenvolvimento, apesar da absorcdo e translocacdo de As
terem aumentado. Esses efeitos sao positivos quando se trata do uso da planta de
linhaga dourada para possivel descontaminacdo de solos contendo As, mas
negativos quando se trata de seguranca alimentar. Um efeito antagénico entre As”’
e Se'V também foi observado nas plantas de linhaca dourada. A absorcdo e
translocacdo de de As e Se aumentaram sem prejuizos no crescimento. E provavel
que o As’ e o Se'” formem complexos estaveis e ndo téxicos e de maior mobilidade
nas raizes ou complexos estaveis e ndo toéxicos na parte aérea para, de alguma
forma, inibir os efeitos citotdéxicos dos ions livres. Estudos visando a identificacdo e
quantificacdo de tais complexos em plantas co-expostas sd0 necessarios para
confirmar esta hipétese. O Se'V pode ajudar as plantas a minimizarem a toxidade de
As nos primeiros estagios de desenvolvimento, uma resposta que pode favorecer o
sucesso do crescimento das plantas em solos contendo quantidades moderadas de
As e Se. Diferentemente da complexa matriz do solo, o sistema hidropoénico utilizado
permitiu avaliar os efeitos diretos do As e do Se em plantas de linhaca dourada e as
implicacbes da associacdo desses metaloides no desempenho da planta e na

absorcdo e translocacéo de nutrientes.
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CAPITULO 3 - |IDENTIFICACAO DE FITOQUELATINAS E
COMPOSTOS DE ARSENIO E SELENIO EM RAIZES DE LINHACA
DOURADA APOS CO-EXPOSICAO AO ARSENATO E SELENITO
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO PAPER
SPRAY

3.1Introducéao

As fitoquelatinas (PCs) séo peptideos tidlicos capazes de complexar e imobilizar
metais e metaloides téxicos em plantas, algas e fungos[46]. Formadas pelos
aminodcidos glicina (Gly), cisteina (Cys) e acido glutamio (Glu) sdo enzimaticamente
produzidas utilizando a glutationa (GSH) como substrato. As estruturas das PCs
possuem repeticdes crescentes do dipeptideo y-Glu-Cys seguida por uma Gly
terminal y-(Glu-Cys),-Gly onde n pode variar de 2 a 11, sendo as PCs mais comuns
com n variando de 2 a 5 [44].

Quando as plantas sdo expostas a metais e metaloides téxicos, a sintese das
PCs é ativada rapidamente no citoplasma das células das raizes das plantas e seus
complexos metélicos sdo alocados nos vacuolos conforme ilustrado na Figura 1.4,
do Capitulo 1. Como o metal imobilizado é menos tdéxico que o metal livre, as PCs
sao consideradas parte do mecanismo de tolerancia das plantas e de alguns fungos
[90].

As PCs sao importantes indicadores da poluicdo ambiental por metais e
metaloides téxicos em solo e agua, porque sdo formadas antes mesmo que seja
possivel mensurar um efeito fisiolégico desses poluentes nas plantas [51]. Por isso,
métodos analiticos capazes de identificar a formacdo desses compostos sdo de
grande importancia. E, uma vez que as PCs podem se degradar com facilidade, o
procedimento de preparo da amostra para identificacdo desses compostos deve ser
rapido e de preferéncia simples, evitando-se muitas etapas [43].

Véarios métodos analiticos foram desenvolvidos para estudar a distribuicdo e
quantificacdo das PCs induzidas por estresse de metais e metaloides em plantas,
algas e fungos. Esses métodos utilizam principalmente a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(HPLC-MS-ICP-MS). Para identificagcdo e quantificacdo de PCs, Bluemlein e
colaboradores [43] usaram HPLC-MS-ICP-MS em fase reversa. Essa técnica tem
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como vantagem o monitoramento simultdneo de selénio , arsénio e seus oxi-ions,
confirmando a presenca de Se e As livres ou ligados. No entanto, essa técnica
apesar das suas vantagens possui limitagcdes que influenciaram na identificacdo das
PCs. A principal limitacdo da técnica, que cabe destacar, € a conversédo devido a
protonacdo ou desprotonacao das espécies livres e complexadas de PCs durante o
processo de eluicéo [46].

Os estudos sobre PCs exigem a utilizacdo de um método analitico capaz de aliar
um procedimento de preparo de amostra simples e uma técnica que forneca
resultados rapido. Outros estudos que exigem estes mesmos tipos de métodos vém
buscando alternativas nas variacbes da espectrometria de massas (MS) com
ionizacdo ambiente como a desorption electrospray ionization (DESI), laser ablation
electrospray ionization (LAESI) e Paper spray (PS) [53,54,63,91,92].

A técnica PS-MS foi proposta por Cooks e colaboradores (2010) como uma
analise rapida, com possibilidade de identificacbes qualitativas e determinacdes
guantitativas para matrizes complexas. Conforme descrito no Capitulo 1 desta tese,
em um clipe de metal é aplicada uma alta voltagem entre o papel e a entrada do
espectrometro de massas e, assim, goticulas carregadas sdo emitidas da ponta do
papel triangular para o espectrometro de massas, levando a formacédo de ions
similar aos formados no processo electrospray ionization (ESI). PS-MS tem sido
utilizada por exemplo, na caracterizacdo de perfil quimico em alimentos de origem
vegetal[93] e em folhas de plantas medicinais [8], analise metabdlica de frutas
nativas[9] e na determinacéo de pesticidas em folhas [53] e frutos [72].

O As é um dos principais indutores das PCs [44]. Ele é bastante conhecido pela
sua toxicidade e estd amplamente distribuido no ambiente. A contaminag&o de solos
e agua por As tem sido constantemente relatada e por isso existe um risco eminente
de se produzir alimentos contendo esse poluente. Assim, por questdes de seguranca
alimentar é essencial que se entenda o funcionamento dos mecanismos de
tolerancia das plantas incluindo a formacao de PCs para esse metaloide.

Os efeitos sinérgicos e antagonicos da interacdo do As com outros metais e
metaloides em plantas pode alterar esses mecanismos de tolerancia. Por isso, um
estudo abrangente sobre a formacdo de PCs ndo deve levar em consideragao a

resposta da planta a apenas um indutor. E necesséria a avaliacio do indutor isolado
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e em conjunto com outros. Além disso, as diferentes espécies de metais e
metaloides devem ser avaliadas.

Nesse trabalho a interagcdo do As com Se foi escolhida pela capacidade desse
em reduzir efeitos toxicos de outros metais e metaloides em plantas [3]. Essa
interacdo ja esta sendo bastante estudada e varios trabalhos demostram que o Se é
capaz de reduzir os efeitos toxicos do As em plantas [43,94]. No entanto, ainda ndo
se tem muitas informacfes se essa interacdo pode afetar a formacdo de PCs pela
planta. A identificacdo de peptideos tiélicos (-SH) como Se'-PC e Se-cisteinilserina
glutationa em Thunbergia alata sugere que o selénio pode competir com o arsénio
por grupos -SH livres, presentes nas PCs [43]. A competicdo do selénio com arsénio
por PCs também foi observada em plantas ndo alteradas geneticamente de
Arabidopsis thaliana [3].

A formacao de PCs tem sido pouco relatada em plantas de linhaca dourada[20],
apesar de estudos demostrarem a alta tolerancia dessa planta ao cadmio, um metal
toéxico considerado um dos melhores indutores da formacdo de PCs em plantas
[4,19]. Por isso, novos trabalhos com essa planta sdo de relevancia cientifica [13].
Além disso, a planta de linhaca dourada apresenta vantagens para esses estudos
em relacdo as outras espécies, como o crescimento rapido, alta produtividade e facil
cultivo.

Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a formagcédo das PCs e dos
compostos de As e Se utilizando um procedimento de preparo da amostra simples,
rapido e que evite ou minimize a degradacdo dos compostos de interesses em

plantas de linhaca dourada co-expostas a arsenato e selenito por PS-MS.
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3.2 Objetivo

O objetivo desse trabalho foi identificar fitoquelatinas (PCs) e compostos de As
e Se utilizando a espectrometria de massas com ionizacdo PS-MS em raizes de

plantas de linhaca dourada co-expostas a arsenato e selenito.

3.2.1 Objetivos especificos

e Otimizar o0s parametros instrumentais do PS-MS para deteccdo e
identificacdo de PCs;

e Otimizar o preparo de amostra para extracdo de PCs e compostos de As e Se
em raizes de linhaca dourada;

e Identificar as espécies inorganicas e organicas de As e Se ndo complexadas
por PCs em raizes de linhaca dourada;

e Identificar GSH, PCs e complexos PCs-As e PCs-Se em raizes de linhaca
dourada.

e Verificar como os efeitos sinérgicos e antagbnicos da interacdo As e Se em
linhaga dourada pode alterar os mecanismos de tolerancia da planta ao As na
formacao de PCs.

3.3. Materiais e Métodos

3.3.1 Instrumentacao

Para determinacgdo total de As e Se foi utilizado um espectrometro de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (7700, Agilent Technologies,Téquio,
Japao) contendo uma célula de colisdo (gas He) usada para corrigir as interferéncias
isobaricas. Ar (alta pureza) foi usado como gas de purga. As condicbes

instrumentais do ICP-MS sao apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Parametros instrumentais do ICP-MS usados na quantificagéo de As e
Se em amostras de raizes da linhaca dourada.

Parametros Instrumentais

Tocha Quartzo com 2,5 mm de diametro interno
Cones de Interface Ni
Diametro dos tubos Tygon 1,02 mm
Camara de nebulizacao Concéntrica
Poténcia de RF 1550 W
Velocidade da bomba peristaltica 0,5 rps

1,09 L min™ (Modo sem gas)

Gas de arraste 1,20 L min™* (Modo géas He)

Fluxo do gas auxiliar 4,7 mL min®
Medidas
Varreduras 100
Tempo de integracao 0,3s
Replicatas 3
Resolucéao <1
m/z monitorados Mn, °Fe, %zn, °As, "'Se, ®Se, 82Se,

89y (Modo gés He)
'Se, "8se, 82Se, 8Y (Modo sem gas)

A andlise metabodlica das amostras foi realizada em espectrobmetro de
massas LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com fonte de
ionizacdo por paper spray em modo positivo e negativo (Figura 3.1). As trés
amostras de raizes foram analisadas em papel cromatogréafico cortado em forma de
triangulo isosceles (1,5 cm de altura x 1,0 cm de base) posicionado a 0,5 cm da
entrada frontal do espectrébmetro de massas. Em seguida, 15,0 pL de extrato de raiz
foram aplicados na borda dos triangulos com adic&o imediata de 30,0 uL de metanol.
Os parametros instrumentais utilizados para aquisicdo de dados foram os seguintes:
voltagem do spray 4,0 kV; voltagem do capilar de 40 V; temperatura do tubo de
transferéncia de 275 ° C; voltagem do tubo lenses de 120 V. A faixa de massa foi de
100 a 1100 m/z dividida em intervalos de 200 m/ z. As energias de colisdo utilizadas
para fragmentar os compostos foram de 30 eV, exceto para as massas m/z 900 a
1100 (35 ev). Os ions e seus fragmentos obtidos nesta analise foram identificados
por comparacdo com dados previamente descritos na literatura[3,43,94-96] para
fonte de ionizacdo por eletrospray, uma vez que nao foram encontradas analises por

PS-MS para os analitos foco desta pesquisa.
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Outros equipamentos usados incluem um liofilizador Thermo Electron
Corporation (Modelo: FR-Drying Digital Unit e MODULYOD-230, EUA), banho
ultrassom modelo ESC -1400A 40kHz (Unique, Sao Paulo, Brasil), microcentrifuga
modelo 0222E24 600 W (Quimis®, Sao Paulo, Brasil) e uma balangca analitica
Shimadzu AUW?220D (Séao Paulo, Brasil). Para a digestdo acida das amostras de
raizes de linhaca dourada foi usado um Forno micro-ondas Milestone Ethos 1 -

Advanced Microwave Digestion System (Sorisole, Italia).

Figura 3.1 - Espectrometro de massas LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA) equipado com fonte de ionizag&o por paper spray utilizado nesse trabalho.

3.3.2 Reagentes e Solugdes

Todos os materiais utilizados foram descontaminados com &cido nitrico 10%
v v'* por pelo menos 24h e depois lavados com &gua deionizada. Todas as solucdes
foram preparadas com &gua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ cm™) obtida por um
sistema Direct-Q (Millipore Direct-Q 3, Molsheim, Francga). Todos o0s reagentes
utilizados foram de grau analitico.

Nitrato de potassio (KNOs3), sulfato de magnésio (MgS0O,.7H,0), sulfato de
zinco (ZnS0O,4.7H,0), fosfato de amdnio dibasico [(NH4),HPO,4], molibdato de sodio
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(Na;Mo0O4.2H,0) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); nitrato de calcio (Ca(NO3),.4H,0),
acido bédrico (H3BO3), cloreto de manganés (Il) (MnCl,.4H,0), sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0) e sulfato ferroso (FeS04.7H,0), sal dissédico EDTA, (Dinamica , Rio
Grande do Sul, Brasil) foram utilizados na preparacdo da solugcdo nutritiva de
Hoagland 10% v v_'. As' e Se' foram adicionados na solucédo nutritiva Hoagland
como arsenato monossodico (NaH,AsO,, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), selenito de
sodio (Na,SeOs, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), respectivamente. Acido nitrico
(HNO3) sub-destilado 65% v v'* (Merck, Alemanha) purificado pelo sistema DuoPUR
(Milestone, Sorisole, Itdlia) e peroxido de hidrogénio H,O, 30% v v*' (Merck,
Alemanha) foram usados na digestédo acida assistida por micro-ondas das amostras.

As solucbes dos padrdes analiticos foram preparadas diariamente a partir de
diluicdes de solugdo padrdo 10 ug mL™ de As e Se (Elemental Scientific, Omaha,
EUA). Para as analises de espectrometria de massas com ionizacdo por paper
spray, K;HPO,4 10 mM foi adquirido da Neon (Séao Paulo, Brasil) Metanol grau HPLC
da JT Baker (Phillipsburg, NJ, EUA), acido formico da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA) e papel cromatografico 1 CHR da Whatman (Little Chalfont, Buckinghamshire,
Reino Unido).

Os padrbes das espécies inorganicas de arsénio, arsenito de sédio (NaAsO5,)
e dihidrogenoarsenato de sodio(NaH,AsQ,), os padrdes das espécies inorganica de
selénio, selenato de sodio (Na,SeO,) e selenito de sddio (Na,SeO3) e os padrdes
das espécies organicas de selénio, cloridrato de selenometionina (SeMet) e
cloridrato de selenocistina (SeCys,;) foram provenientes da Sigma-Aldrich
(Alemanha). Os padrdes das espécies organicas de As, acido dimetilarsinico
[(CH3),As(O)OH] e dissédio metilarsenato hexahidratado (CH3AsO3.2Na.6H,0),
foram da Chem Service (Estados Unidos). A partir destes sais foram preparadas
solugbes estoque individuais contendo 100 mg L™ de As e Se. Essas solucdes

estoque foram usadas nas andlises realizadas por PS-MS.

3.3.3 Cultivo das plantas

As amostras foram cultivadas em vasos de 600 mL contendo solugéo
nutritiva Hoagland 10% v v' em uma estufa de crescimento (Figura 3.2) com

parametros controlados (29 + 2 °C, 12h escuro/12h claro, 830 lux e 52% de
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umidade) por 15 dias. Em triplicata, as solu¢cdes dos vasos foram suplementadas
com 0,50 ymol L™ de As¥ + 5 pymol L™ de Se'" e 50 ymol L™ de As¥ + 25 pmol L*
de Se' . Além disso, foram cultivadas plantas controle. A troca da solug&o nutritiva e
a suplementacéo com As" e Se'" foram realizadas a cada 3 dias. Apds 15 dias de
cultivo, as amostras foram submetidas ao preparo de amostra para analise
elementar e metabdlica por digestdo assistida por micro-ondas e espectrometria de

massas com ionizacao por paper spray (PS-MS), respectivamente.

Figura 3.2 — Estufa de crescimento com parametros controlados (temperatura,
luminosidade e umidade) utilizada no cultivo das plantas.

3.3.4 Preparo das amostras para a determinacéo de As e Se por ICP-MS

Para determinacdo da concentracdo total de As e Se, as amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente liofilizadas por pelo menos 24
horas. Em seguida, 15 mg de raizes de plantas do mesmo tratamento foram
submetidas a digestdo assistida por micro-ondas utilizando 3,5 mL de HNOj;
concentrado sub-destilado mais 3,5 mL de H,O e 1,0 mL de H,O, 30% v v*. O
programa de forno de micro-ondas aplicado para digestédo de amostras a 750 W e 20

bar foi constituido por 3 etapas: 10 minutos para atingir 180 °C, permanecendo
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nesta temperatura por 20 min, seguidos por 10 minutos de resfriamento. O volume

final da digestéo foi completado para 30 mL com agua ultrapura.

3.3.5 Preparo das amostras para a identificagcdo dos metabdlitos por PS-MS

Para a preparacao do extrato, as raizes foram lavadas com agua destilada e
depois com solugdo de 10 mM, ambas geladas e deixadas em banho de gelo por
10 minutos. As amostras foram lavadas novamente com 4gua destilada gelada e o
excesso de agua foi removido com papel de filtro. Em seguida, 50 mg de raiz foram
trituradas suavemente em um gral com pistilo na presenca de nitrogénio liquido e,
em seguida, foram adicionados 2 mL de acido férmico 1% v v’. As amostras
ficaram em repouso em banho de gelo por 30 minutos, no inicio e no final desse
tempo elas foram sonicadas por 1 min em ultrassom com agua e gelo. Em seguida,
as amostras foram mantidas em caixa de isopor imersas em banho de gelo até o

momento da leitura no PS-MS, que foi realizada em um tempo menor do que 30

minutos (Figura 3.3).

4) LeituraPS-MS //5 pL de extrato de raiz

+ 30 UL de MetOH
Injetor MS
. 0 LN °
. () 1 S5cm
/ 1,0cm
Energiade 0 5cm

colisao30eV 4.0kV

1) Lavagem das raizes

3) Sonicagéao por 1 min em
ultrassom com banhode gelo

!

Quantificacdo
As e Se por
ICP-MS

Figura 3.3 — Esquema do preparo de amostra e condi¢cdes instrumentais para
identificag@o dos metabdlitos por PS-MS.
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Otimizagéo para identificacdo dos metabdlitos por PS-MS

O preparo de amostra para a extracdo dos compostos de interesse e 0s
parametros instrumentais do PS-MS foram otimizados. A intensidade absoluta do
fon m/z 308 [GSH]" (glutationa protonada) foi utilizado como resposta na otimizagao
por ter sido maior entre os ions monitorados.

Na otimizagao do preparo da amostra foram avaliados, de forma multivariada,
a massa de amostra (50, 100 e 150 mg), o volume do solvente extrator (1,0; 1,5 e
2,0 mL), % de metanol no solvente extrator (0, 25, 50%) e a utilizacdo do vortex ou
ultrassom. As melhores respostas foram obtidas com 50 mg de amostra de raiz, 2,0
mL de solvente extrator (acido férmico 1%) sem metanol e sonicacdo em ultrassom
por um minuto, conforme ilustrado na Figura 3.4. O preparo otimizado se assemelha
ao utilizado por Munoz e colaboradores na determinacéo de complexos de As-PCs
em Chlorella vulgaris [94].

Os parametros instrumentais otimizados foram energia de colisédo e tamanho
do triangulo. A energia de colisdo que forneceu as melhores respostas foi de 30 eV
para a faixa de massa de 100 a 900 m/z e de 35 eV para a faixa de 900 a 1100 m/z.
Os compostos tidlicos com m/z acima de 800 necessitam de uma maior energia de
colisdo para fragmentacdo. Os complexos formados sdo mais estaveis nesses
casos, pois ocorrem trés ou mais ligacdbes com o metal/metaloide. O tamanho do
triangulo 1,5 cm de altura x 1,0 cm de base foi 0 mais adequado, pois possibilitou a
adsorcdo da amostra e do solvente spray sem sair da posicdo ideal para analise. O
ponta do papel triangular deve ficar em frente a entrada do espectrémetro de

massas sem fazer curvas.
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C: Resposta Normalizada
2,5
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14 .
B: Volume Solvente Extrator (mL) 1.2

0,919725 [ 193469

A: Massa (mg)

Figura 3.4 — Superficie de reposta para otimizacdo multivariada do preparo de
amostra para identificacdo de metabdlitos por PS-MS. Planejamento fatorial 23 com
ponto central.

3.4.2 Identificacdo de compostos de As e Se ndo complexados por PCs

A formacéo das PCs depende de qual espécie do ion metalico/metaloide esta
presente no meio [97]. Mesmo que a exposi¢cdo das raizes seja feita com uma
espécie do metal/metaloide ele pode ser convertido em outra ao ser absorvido pela
planta. Assim, um estudo de especiacdo de As e Se se faz necessario para que se
possa entender melhor os mecanismos de tolerancia da planta para esses
metaloides. Sabe-se que o As” ao ser absorvido pelas raizes da planta é reduzido a
As" e uma pequena quantidade de espécies organicas, acido monometilarsonico
(MMA) e &cido dimetilarsinico (DMA), também podem ser formadas [31]. No cultivo
hidropbnico, assim como no solo, as espécies inorganicas de As sao metiladas por
bactérias e fungos e entdo transformadas em espécies organicas (MMA e DMA)

[22]. J4 o Se" é convertido a seleneto e forma compostos organicos como

53



selenocisteina (SeCys) e selenometionina (SeMet) de forma preferencialmente
enzimatica [38].

A especiacdo de As e Se utilizando DESI-MS foi realizada em trabalhos
anteriores [54,92,98] e os resultados obtidos demonstraram que a espectrometria de
massas com ionizacdo ambiente pode ser utilizada para tal objetivo. Assim, a
identificacdo de compostos inorganicos e organicos de As e Se em raizes de
plantas de linhaca dourada co-exposta a As' e Se'" foram feitas utilizando PS-MS.
As espécies de As e Se analisadas, bem como os ions monitorados estédo descritos
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Espécies de As e Se analisadas por PS-MS/MS e seus respectivos ions
m/z monitorados nas amostras de raizes de linhaca dourada.

Espécie Formula Massa Massa fon Atribuicao
Molecular Exata do observada  produto
ion (Da) m/z (modo) m/z
As" H3AsO3 126,93764 127(+) 109 [M+H]"
As'" HsAsOs 144,94820 145(+) 127,109  [M+Hs0]"
As’ H3AsO, 142,93255 143(+) 125 [M+H]"
As’ H3AsO, 160,94312 161(+) 143 [M+H30]*
DMA  (CHs),AsO(OH) 138,97402 139(+) 121 [M+H]*
DMA  (CH3),AsO(OH) 156,98459 157(+) 139 [M+H30]"
MMA  CH3AsO(OH),  140,95329 141(+) 123 [M+H]*
MMA  CH3AsO(OH), 158,96385 159(+) 141 [M+H50]*
se" H,SeOs3 128,92550 129(+) 111 [M+H]*
Se H,SeO, 144,92040 145(+) 127 [M+H]"
SeMet CsH11NO,Se  198,00333 198(+) 180 [M+H]*
SeCys;  CgH12N2,04Se;,”  333,90910 334(+) 316 [M+H]*

* De acordo com a distribuicdo isotopica do selénio foram selecionados os ions
contendo "®Se que se apresentaram livre de interferéncias.

Para verificar o perfil de fragmentacdo de cada ion, solu¢cdes padrdo das
espécies de As e Se foram analisadas por PS- MS/MS. Para isso, 15 yL de solucao
padrdo na concentracdo de 1,0 mg L™ preparada em é&cido férmico 1% v v foram
adicionados no papel cromatografico cortado em tridangulo com adi¢do imediata de
30,0 pL de metanol.

O espectro ms/ms do As"™, no modo positivo, demonstra a deteccdo dos

cations de m/z 127 (Figura 3.5a) [HzAsOs+H]*, que corresponde & molécula de As"
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protonada, e de m/z 145 (Figura 3.5b) [H3AsO3z+H30]", que corresponde ao aduto de
agua do As". Os ions de m/z 127 e m/z 145 possuem como fragmentos os fons de
m/z 109 e m/z 127, respectivamente, 0s quais correspondem a perda de uma
molécula de H,O. A espécie As' foi detectada como céation [HzAsO4 + H]*, de m/z
143, e como [H3AsO4 + H,O + HJ*, de m/z 161 (Figura 3.5¢c e d). Tais ions, de m/z
143 e m/z 161, dissociam, principalmente, pela perda de uma molécula de H,O para

produzir ions de m/z 125 e m/z 143, respectivamente.
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Figura 3.5 — PS(+)MS/MS para os ions As" a) m/z 127 e b) m/z 145; As’ ¢) m/z
143 e d) m/z 161. Os espectros de massas foram gerados a partir de solu¢do padrao
de NaAsO, e NaH,AsO, (1 mg L™) depositada em papel cromatogréfico.

A fragmentacdo do ion m/z 139 que corresponde ao DMA
[(CH3),AsO(OH)+H]" produz o ion de m/z 121 pela perda de uma molécula de H,O
para (Figura 3.6a). O aduto com a H,O do DMA [(CH3),AsO(OH) + H,O + H]" o ion
m/z 157 também perde uma molécula de H,0 e produz o ion m/z 139 (Figura 3.6b).
O MMA [CH3AsO(OH),+H]" € identificado pelo ion m/z 141 (Figura 3.6c), e pelo seu
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aduto com a agua, m/z 159, [CH3AsO(OH),+H,O+H]" (Figura 3.6d). Na
fragmentacao, ambos ions perdem uma molécula de H,O e produz os ions, m/z 123
e m/z 141, respectivamente. Esses resultados também foram encontrados por Abreu

e colaboradores[99].
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Figura 3.6 — PS(+)MS/MS para os ions DMA a) m/z 139 e b) m/z 157; MMA c¢) m/z
141 e d) m/z 159. Os espectros de massas foram gerados a partir de solugao padrao
acido dimetilarsinico (DMA) e &cido monometilarsénico (MMA) (1 mg L™) depositada
em papel cromatografico.

O espectro ms/ms do Se'V, no modo positivo, é caracterizado pelo fon m/z 129
[HSeOs+H]" (Figura 3.7a) que corresponde a molécula de Se' protonada. J& o
espectro ms/ms para o Se"' é caracterizado pelo fon m/z 145 [HSeO4+H]" (Figura
3.7b) que corresponde a molécula de Se" protonada. Os fons m/z 129 e m/z 145,
possuem como fragmentos os ions m/z 111 e m/z 127, respectivamente, 0s quais

correspondem a perda de uma molécula de H,O. Os compostos orgéanicos de Se,

56



selenometionina (SeMet) e selenocistina (SeCys;) sdo detectados pelas formas
protonadas m/z 198 [SeMet+H]" (Figura 3.7c) e m/z 334 [SeCys,+H]" (Figura 3.7d).

Os ions produto produzidos m/z 180 e m/z 316 sdo provenientes da perda de uma

molécula de agua.
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Figura 3.7 — PS(+)MS/MS para os ions Se"' a) m/z 129; Se' b) m/z 145; SeMet
c) m/z 198 e Se(Cys), d) m/z 334. Os espectros de massas foram gerados a partir
de solugéo padréo de Na,SeO3; Na,SeO,, selenometionina (SeMet) e Selenocistina
SeCys; (1 mg L™) depositada em papel cromatogréafico.

Todos os padrdes de As e Se analisados por PS-MS/MS apresentaram perfil

de fragmentacdo que estdo de acordo com outros estudos que utilizaram técnicas

de ionizagcdo ambiente [54,98]. Nesse trabalho, priorizou-se a identificagdo e nao a

quantificacdo das espécies. No entanto, € possivel desenvolver métodos para

quantificacdo com limites de deteccdo e quantificacdo que se comparam a outros

meétodos de referéncia[99].
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Com base no perfil de fragmentacdo dos padrbes de As e Se € possivel
detectar e identificar as espécies ndo complexadas por PCs em extratos de raizes
co-expostas a As’ + Se'V. Os espectros PS-MS (modo full scan) obtidos no modo
positivo para as amostra podem ser visualizados nas Figuras 3.7 e 3.8. A presencga
de fons diagnosticos (marcados em vermelho) para As" (m/z 127 e m/z 145), As”
(m/z 143 e m/z 161), DMA (m/z 139 e m/z 157), MMA (m/z 141 e m/z 159), Se" (m/z
129), Se"' (m/z 145) e SeMet (m/z 198) podem ser observados. O fon referente a
espécie SeCys, (m/z 334) ndo foi detectada nas amostras e por isso a faixa de

massa dos espectros foram reduzidas de 100 a 200 m/z para melhor visualizacao.
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Figura 3.8 — Espectro PS-MS(+) do extrato das raizes co-expostas a As’ 50 pM +
Se" 5 uM. As intensidades dos fons marcados foram ampliadas em 10 vezes para
melhor visualizacéo.
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Figura 3.9 — Espectro PS-MS(+) do extrato das raizes co-expostas a As’ 50 pM +
Se' 25 uM. As intensidades dos fons marcados foram ampliadas em 10 vezes para
melhor visualizacé&o.
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Em ambas as amostras co-expostas, foi possivel identificar as espécies As'"

(m/z 145), As¥ (m/z 161), DMA (m/z 139) e MMA (m/z 159), uma vez que o perfil de
fragmentacdo desses ions (Figura 3.9 e 3.10) foram iguais aos dos padrdes
analisados. O fon m/z 145 identificado nas amostras pode corresponder ao As"' (
[H3AsO3+H30]") e ao Se" ([HSeO4+H]" ), no entanto pelo perfil de fragmentacéo
(perda de duas moléculas de agua) € possivel confirmar que o ion corresponde ao
As" . Os fons correspondentes as espécies de Se ndo apresentaram perfil de

fragmentacao correspondentes aos padrdes com a perda de uma molécula de agua

e por isso 0s espectros ndo foram apresentados.
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Figura 3.10 — Espectro PS-MS/MS(+) do extrato das raizes co-expostas a As" 50
uM + Se'' 5 pM.
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Figura 3.11 — Espectro PS-MS/MS(+) do extrato das raizes co-expostas a As’ 50
uM + Se'V 25 pM.

A identificacdo das espécies inorganicas (As" e AsY) e organicas (DMA e
MMA) nos extratos de raizes comprovam o metabolismo proposto para As em
plantas[100]. Ao ser absorvido, o As inorganico é transformado nas espécies
organicas em pequenas quantidades[25]. E mesmo em baixas concentracdo essas
espécies foram identificadas por PS-MS/MS. Diferentemente do As, grande parte do
Se inorganico absorvido pelas raizes da planta € transformado em espécies
organicas pela sua incorporacdo em aminoacidos e proteinas contendo enxofre[36].
E esse pode ser um dos motivos pelo qual ndo foi possivel identificar espécies de Se
inorganico e nem as espécies organicas consideradas de baixo peso molecular
(SeMet e SeCys,). Além disso, a concentracdo de Se na co-exposicao foi menor em
relacdo a concentracao de As.

Dentre as espécies inorganicas de As a formagdo das PCs ocorre
preferencialmente com As", no entanto essa é a espécie mais toxica para planta e
menos encontrada no solo. Assim, optou-se pela co-exposicéo das plantas com As".

Porém, neste estudo na forma hidropbonica, pode-se observar a reducdo das
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espécies de As’ a As". Nesse sentido a especiacdo de As e Se foi importante para a

confirmacédo de quais espécies estdo disponivel para a formacéo de PCs.

3.4.3 ldentificacdo da glutationa, fitoquelatinas e metabdlitos por PS-MS

Inicialmente, as andlises foram feitas no modo varredura completa em uma faixa
de massa de 100 a 1100 m/z. Foi possivel realizar a identificagcdo somente no modo
positivo, pois no modo negativo formou-se uma corrente que nao é recomendada,
podendo causar danos ao equipamento. Para aumentar a quantidade de ions a
serem fragmentados, as andlises de identificacdo foram divididas em intervalos de
200 m/z.

A identificacdo de compostos tiélicos como as fitoquelatinas tem sido feita por
técnicas analiticas de alto custo, de dificil operacdo e com grande consumo de
solventes [3,43,94]. A identificacdo de PCs por PS-MS apresenta diversas
vantagens como: baixo custo, facil operacdo e menor tempo de analise. A utilizacdo
de um papel cromatografico permite a retencdo de diversos interferentes
substituindo em partes uma coluna cromatografica. As identificacbes foram feitas
pela comparacédo dos espectros de fragmentacdo ms/ms obtidos com os espectros
ESI-MS da literatura. Além disso, os mecanismos de fragmentacdo auxiliaram na
identificacdo dos ions (Tabela 3.3).

Foram monitorados 27 compostos tidlicos de As, Se, GSH e PCs. Dentre
esses ions foi possivel a identificacdo dos compostos GSH, PC,-reduzido, PCs-
reduzido, Se"PC, e As"'PCs. A GSH foi distinguida das outras espécies pelo seu m/z
308. Ao fragmentar esse ion tem-se a formacao dos ions produtos m/z 233, que
corresponde a perda de uma Gly (-75), e m/z 179, que corresponde a perda de um
Glu(-129). Além disso, o ion produto m/z 179 perde uma molécula de agua e produz
o ion m/z 162 (Fig. 3.9a). A PC, na sua forma reduzida possui m/z 540 e o espectro
de fragmentacgéo (Fig. 3.9b) produz o ion m/z 411 pela perda de um Glu(-129). O ion
m/z 411 perde uma Cys(-103) e forma o ion m/z 308, que é a GSH e que segue a
mesma fragmentacao da Fig. 3.9a. A PC3 na sua forma reduzida possui m/z 772 e a
sua fragmentacéo (Fig.3.9c) forma os ions produtos m/z 643 pela perda de um Glu(-
129). O ion m/z 643 perde uma Cys(-103) e forma o ion m/z 540 que corresponde a
PC,. O ion m/z 540 perde um Glu(-129) e forma o ion m/z 411 que também se

fragmenta perdendo uma Cys(-103) e uma Gly(-75), formando o ion m/z 233.
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Tabela 3.3 — Fragmentos esperados para GSH, PCs e metabdlitos em amostras de plantas[95].

PC m/z Formula Fragmentos Esperados m/z Perda Diferenca m/z
GSH 308 v-Glu-Cys-Gly GluCys-H' 233 -Gly 75
CysGIy-H+ 179 -Glu 129
CysGly(-H,0)* 162 -Glu-H,0 146
Glu-H" 130 -CysGly 178
red-PC, 540 v-(GluCys),Gly (GluCys)(GluCys)-H* 465 -Gly 75
Cys(GIuCys)Gly-H' 411 -Glu 129
(GluCyS)GIy-H+ 308 -GluCys 232
GIuCys-H+ 233 -(GluCys)Gly 307
CysGIy-H+ 179 -(GluCys)Glu 361
SePC, 618 7-(GluCys),SeGly (GluCys),SeGly(-H,0)" 600 -H,0 18
Cys(GluCys)SeGly 489 -Glu 129
Cys(GluCys)Se 414 -GluGly 204
red-PCz 772 7-(GluCys)3Gly CyS(GIuCys)zGIy-H+ 643 -Glu 129
(GIuCys)zGIy-H+ 540 -GluCys 232
Cys(GIuCys)GIy-H+ 411 -(GluCys)Glu 361
GluCys-H" 233 -(GIuCys),Gly 539
As-PC; 844 7-(GluCys)3AsGly (GluCys)3AsGly(-H.0)" 826 -H,O 18
Cys(GluCys),AsGly 715 -Glu 129
(GluCys),AsGly-H* 612 -GluCys 232
Cys(GIluCys)AsGly-H* 483 -(GluCys)Glu 361
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Na Figura 3.11 podemos notar que nas fragmentagbes ms/ms da GSH,;
PC,; e PC3; ocorreu a formacao do ion produto caracteristico de identificacao
desses compostos (m/z 233) [96]. Para os complexos Se'PC, e As"PCs;
fragmentacdes ms/ms ndo produziu esse ion de identificacdo (Figura 3.12),
para isso a energia de colisdo usada teria que ser maior. No entanto, o
aumento da energia de colisdo ocasionou a fragmentacdo completa da
molécula protonada ([M+H]") em fragmentos de menor m/z e isso dificultou a

identificacdo dos compostos.
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Figura 3.12 — PS(+)-MS/MS espectros a) GSH [y-Glu-Cys-Gly]" m/z 308; b)
red-PC, [y-(GluCys),Gly]" m/z 540; c) red-PCs [y-(GluCys)sGly]" m/z 772.

Os complexos formados de PCs com As e Se também foram
identificados pelos espectros de fragmentacdo caracteristicos. O complexo
Se''PC, é distinguido das outras espécies pelo seu m/z 618. O espectro de
fragmentacdo do Se'"PC, (Figura 3.12a) apresenta a formac&do do fon produto

m/z 600 apos a perda de uma molécula de agua (-18) e do ion produto m/z 413
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formado pela perda de uma Gly(-75) e um Glu(-129). O espectro de
fragmentacdo do complexo As"PC; de m/z 844 (Figura 3.12b) demonstra a
formacéo dos ions produtos m/z 715 pela perda de um Glu(-129), m/z 612 pela
perda de um Glu(-129) e uma Cys(-103) e o ion m/z 483 pela perda de um

Glu(-129) adicional.
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Figura 3.13 — PS(+)-MS/MS espectros a) SePC; [y-(GluCys),SeGly]" m/z 618;
b) -AsPC3 [y-(GluCys)sAsGly]" m/z 844.

Em funcado dos calculos realizados no capitulo 2 para o indice de tolerancia
da raiz (IRT%), definiu-se para as plantas de linhaca dourada a concentracdo
que inibiu 50% do crescimento das raizes (ECsg) quando expostas

isoladamente ao As" e ao Se' ou quando co-expostas aos dois. Assim, as
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concentracbes de co-exposicado para esse estudo foram definidas de acordo
com o ECs determinado. Para o As’, o ECs, foi de aproximadamente 50 uM e
para o Se' 25 uM. Foi observado também que a concentracdo de 5 pM de Se'
reduziu a toxicidade do As' (capitulo 2). Supdem-se, com base nos resultados
obtidos, que a formacédo das PCs pode explicar este comportamento uma vez
que o As pode competir por grupos tiélicos com Se. Assim, as plantas também
foram co-expostas as concentracdes de 50 pM de As’ e 5 uM de Se".

A Tabela 3.4 apresenta as concentracdes totais de As e Se nas raizes das
plantas obtidas por ICP-MS. Observa-se uma diminuicdo da absorcdo de As
nas raizes com o aumento da concentracdo de co-exposicdo ao Se'. Essa
diminuicdo pode ser explicada por uma possivel competicdo do Se com o As
pelos sitios de ligacao (-SH) das PCs [43]. Além disso, 0 Se pode se beneficiar
do aumento da sintese de GSH ativada pelo As para produzir outros

compostos tiolicos[3].

Tabela 3.4 — Concentracdo de As e Se (mg kg™) em amostras de raizes de
linhaca dourada determinada por ICP-MS (n=3)

Concentracdo (mg kg™

Amostra
As Se
Controle <LQ <LQ
As' 50 uM + Se"' 5 uM 1146 + 92 302 + 20
As’ 50 uM + Se" 25 uM 881 + 46 665+ 30

*Menor que limite de quantificacéo (LQ) do método apresentado no capitulo 2.

Os compostos identificados nos extratos das raizes das plantas controle e
nas co-expostas sao apresentados na Tabela 3.5. As referéncias da literatura
citadas na Tabela 3.5 foram empregadas para auxiliar na confirmacdo dos
compostos elucidados neste trabalho. Os espectros das amostras com mais
ions identificados podem ser observados nas Figuras 3.11 e 3.12 e os demais
no apéndice B. Nas amostras de planta controle, o Unico ion encontrado foi de
GSH (Figura 3.11a). Nas amostras onde foram realizadas as co-exposic¢oes,
além da GSH foram identificados a red-PC,, red-PCs, Se'"PC, e As"PCs. A

65



sintese de PCs ¢ ativada se a planta passa por um estresse [101] e as plantas
controle foram privadas dessa situacédo. Nas plantas co-expostas, a formagéo
de PCs e de compostos de As e Se demonstram que a planta ativou a sintese
de PCs como um mecanismo de tolerancia. Este fato € um indicio que as
concentracfes avaliadas dos metaloides causaram danos as plantas. O
método proposto para identificacdo de PCs e seus derivados por PS-MS foi
empregado com sucesso para as plantas da linhaca dourada contaminadas por
As e Se. Cabe ressaltar que néao foi encontrado na literatura nenhum trabalho

descrevendo a utilizacdo do PS-MS para identificacdo de fitoquelatinas.

Tabela 3.5 - Compostos tidlicos identificados em amostras de raizes de
linhaca dourada co-expostas a As e Se.

Fragmentos Confirmados
Identificagdo m/z Referéncias
As’ 50 uM As’ 50 uM +
Controle  +Se'"'5 uM Se" 25 uM

162, 179, 96][95
GSH 308 33 162, 179, 233 162, 179, 233 [96][95]
red-PC, 540 ] 179, 411, 465 233, 308 [96][95]
SePC, 618 - 489, 600 414, 600 [3,43,94]
] 233,411,540,  [96][95]
red-PCs 772 233, 540, 643 643
AsPC; 844 - 483, 612, 715 612, 715 [3,43,94]

As alteracbes nos mecanismos de formacdo de PCs ndo foram
totalmente elucidadas nesse estudo. A diminuicdo de absorcdo de As quando
se aumenta a concentracdo de Se'V na co-exposicdo ndo apresentou uma
variacao significativa e em ambos os tratamentos foi possivel identificar Se'"PC,
e As"PC;. Fatai e colaboradores[3] investigaram a competicdo de As e Se
pelas PCs em Arabidopsis thaliana e verificaram que o complexo Se'PC, se
forma apenas na presenca do As. No estudo citado foi proposto que o Se
aumenta a sintese de GSH e a planta se beneficia disso para aumentar a
sintese de PCs, que sao utilizadas para a desintoxicacdo do As. Isso explica o
fato do Se, em baixas concentragdes, diminuir a toxicidade do As em plantas.

Bluemlein e colaboradores[43] sugeriram que o complexo Se'PC, se
forma in situ durante o procedimento de extracdo, uma vez que a moagem das

raizes com nitrogénio liquido deixa os compartimentos celulares expostos. No
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entanto, a formacdo de outros complexos de Se (SeCysSerGSH) explica a
reducdo de grupos -SH livres disponiveis para complexar o As.

A exposicédo de plantas ao As para investigacao da formacao de PCs
tem sido bastante relatada[48,94,102-104]. Os trabalhos que utilizaram a
técnica HPLC-ICP-MS/ESI-MS conseguiram a identificacdo de diversos
complexos de As com GSH e PCs. Os complexos identificados nesses estudos
contribuem para o entendimento dos mecanismos de tolerancia das plantas ao
As. No entanto, a técnica possui alto custo e por isso a identificacdo apenas do
complexo As"PC; por PS-MS pode ser utiizada para monitorar a
contaminagao por As em plantas e preceder estudos mais elaborados.

"e AsY) e organicos (MMA

A identificagcdo de compostos inorganicos (As
e DMA) de As nos extratos das raizes de plantas co-expostas possibilitou uma
melhor compreensédo do mecanismo de absorcdo do As pela planta de linhaca
dourada. Além disso, o estudo de especiacdo mostrou quais espécies de As
inorganico estdo disponiveis para formacdo de PCs. Na co-exposi¢cdo, a
espécie utilizada foi o0 As” , mas parte dele foi reduzido e a formacdo das PCs

' 'N&o foi identificado nenhum complexo de PCs com As’, o

ocorreu com o As
que ja era esperado uma vez que esses compostos ndo sao estaveis[97]. Nos
extratos de raizes de plantas controle foi identificado apenas GSH e isso
mostra que essas plantas ndo sofreram nenhum tipo de estresse agressivo,
pois ndo ativou a sintese de PCs. Foram identificados GSH, red-PC,, red-PCs;,
Se''PC; e As"'PC;nas raizes das plantas co-expostas. Com base nisso pode-se
dizer que em ambas as concentracées de co-exposicdo, o As' e o Se' estéo
causando danos na plantas e uma forma de compensar isso € a ativacao da

sintese de PCs como mecanismo de tolerancia.
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3.5Concluséao

A técnica PS-MS foi empregada com sucesso para identicacéo de As", As”,
DMA, MMA GSH, red-PC,, red-PC;, Se'PC, e As"'PC; em amostras de raizes
de linhaca dourada, uma vez que espectros (ms/ms) caracteristicos destes
compostos foram obtidos. Por ser uma técnica simples e de baixo custo, PS-
MS pode ser utilizada no monitoramento de contaminacéo de plantas por As e
Se e em analises preliminaries de estudos sobre o mecanismo de tolerancia de
plantas a metais e metaloides téxicos.

A relacdo da menor toxicidade do As’ na presenca de Se" em baixas
concentracbes ainda precisa ser melhor estudada, ndo podendo ser
diretamente associada a competicdo entre As e Se pelas PCs, uma vez que,
neste trabalho foi verificado que em ambas concentracées de co-exposicéo,
ocorreu a formacéo de Se'PC, e As"PC;. Dessa forma, acredita-se que seja
necessario a investigacdo da formacéo de outros complexos tidlicos de Se, que
nao foram identificados neste estudo por PS-MS, para uma afirmacao

conclusiva.

68



CAPITULO 4 — TOXICOMETABOLOMICA EM PLANTAS DE
LINHACA DOURADA EXPOSTAS E CO-EXPOSTAS A
ARSENATO E SELENITO POR DESI-MSI

4.1 Introducao

Quando as plantas sdo expostas a metais e metaloides téxicos como
arsénio, estabelecem-se diversos mecanismos de tolerancia afim de minimizar
0os danos causados[105,106]. Esses mecanismos podem alterar o
metabolismo convencional e formar novos metabdlitos, além de aumentar ou
diminuir metabdlitos ja existentes. Os novos metabdlitos formados podem
conter o metal/metaloide ou podem simplesmente formar novos produtos,
devido as reacbes ativadas pelo estresse gerado. Esses metabdlitos sdo de
grande interesse, uma vez que eles podem funcionar como indicadores de
contaminacao.

A toxicometaboldmica é a ciéncia “Omica” que usa a metabdmica em
toxicologia[107]. Trata dos fatores que afetam o metabolismo de um organismo
gquando esse € exposto a um ou varios xenobidticos [108]. Dentre os
xenobidticos investigados, 0s metais/metaloides toxicos sdo de grande
importancia uma vez que eles podem ocasionar danos irreparaveis a saude
dos seres vivos. O As é um elemento toxico que causa grandes impactos na
salude humana, sendo associado a contaminacdo da agua e do solo em
diversas regides do mundo[100]. O selénio € um elemento essencial para
humanos e animais, mas nao para as plantas [6], porém quando absorvido em
quantidades acima do recomendado, torna-se téxico.

Em estudos de toxicometabolémica sdo necessarias técnicas analiticas
capazes de identificar metabdlitos em baixas concentragbes, como a HPLC
[107], que demanda um elaborado preparo de amostra para extracado préevia
dos compostos de interesse e 0 uso de grande quantidade de solventes, nao
permitindo a obtencéo da distribuicdo espacial dos metabdlitos nas plantas. Ja
a técnica DESI-MSI permite gerar uma imagem por espectrometria de massas
com minimo preparo de amostra, alta sensibilidade e especificidade

molecular[10].
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DESI-MSI foi desenvolvida por Cooks e colaboradores[61]. Essa técnica
permite a obtencé@o de imagens quimicas da amostra em seu estado natural ou
pela transferéncia dos analitos para uma superficie plana (imprint). A amostra
ou o imprint sdo ajustados em uma plataforma mével automatizada que se
movimenta nas direcdes cartesianas X e Y. Um spray de goticulas carregadas
atinge a amostra em movimento e promove a dessor¢cdo e ionizacdo dos
analitos na superficie da amostra. Esses analitos sdo direcionados para a
entrada do espectrometro de massas pelo fluxo do spray [60]. Uma das poucas
desvantagens da técnica DESI-MSI para analises de tecidos vegetais é que
ela permite apenas a identificacdo de metabdlitos em células epidérmicas
[109], por ter um modo de ioniza¢do considerado brando.

Muitos trabalhos ja utilizaram a técnica DESI-MSI para investigar o perfil
de metabdlitos em tecidos vegetais [11,68,69,91]. A imagem gerada por
espectrometria de massas pode ser utilizada como ferramenta para auxiliar o
entendimento do papel fisiolégico e o destino de metabdlitos durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas e nas reacfes de defesa ao
estresse externo, sofrido por metais/metaloides. Por exemplo, estudos usaram
DESI-MSI no monitoramento das alteracbes causadas por metabdlitos da
batata quando invadida por patégenos [10] e na distribuicdo dos metabdlitos
em folhas, flores e pétalas de varias espécies de plantas [12]. No entanto, ndo
foi encontrado nenhum estudo que fizesse a avaliacdo do perfil metabolémico
de plantas submetidas a exposicdo e co-exposicdo a metais/metaloides
toxicos.

As plantas expostas ao As, mesmo em baixa concentragdo, sofrem
alteracdes morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas. As espécies reativas de
oxigénio (ERO) formadas durante a exposicdo ao As Sao perigosas para o
metabolismo da planta, pois sdo capazes de danificar macromoléculas como
lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos [100]. JA o Se pode atuar
como um antioxidante, diminuindo os danos causados pelos metais/metaloides
toxicos, quando presente em baixas concentracdes|3].

Esse trabalho teve como objetivo a identificacdo das alteracbes no
metabolismo da planta de linhaca dourada apds exposicado e co-exposicdo a
arsenato e selenito. Buscou-se também como objetivo a elucidacdo e

entendimento das alteracdes fisiologicas causadas pelos metaloides a planta.
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4.2 Objetivo
O estudo desenvolvido neste capitulo buscou a identificar da
distribuicdo espacial dos metabdlitos formados ap0s exposi¢cao e co-exposi¢ao

das plantas de linhaca dourada ao arsenato e selenito.

4.2.2 Objetivos Especificos

e Obter imagens quimicas de folhas da planta utilizando a técnica DESI-
MSI;

e Identificar os metabdlitos formados nas folhas das plantas;

e Explicar as alteragbes metabdlicas que os metaloides As e Se causam
na planta.

4.3 Materiais e Métodos

O trabalho experimental foi inicialmente realizado na casa de vegetacao
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e, posteriormente, em uma estufa montada
nas proximidades do Departamento de Quimica. A mudanca foi necessaria em
funcado da total destruicdo da casa de vegetacdo durante uma forte tempestade
em Belo Horizonte.

As analises por DESI-MSI foram realizadas no Laboratorio Thomson da
Universidade de Campinas (UNICAMP).

4.3.1 Materiais e Reagentes

Todas as solucdes foram preparadas com agua destilada e deionizada
(18 MQ cm, Milli-Q®, Millipore Direct-Q 3, Molsheim, Franca). Todos os
materiais usados foram descontaminaos com solu¢do de acido nitrico 10% v
v por 24 h. Nitrato de Potassio (KNOs), Sulfato de Magnésio (MgS0..7H,0),
Sulfato de Zinco (ZnS0,4.7H,0), Fosfato de amdnio dibasico [(NH4):HPO,],
Molibidato de Sédio (Na,M00O,4.2H,0) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); Nitrato de
Célcio (Ca(NOs),.4H,0) Acido Bérico (H3BOs), Cloreto de Manganés (ll)
(MnCl,.4H,0), Sulfato de Cobre (CuSO4.5H,0), Sulfato de Ferro (Il)
(FeS0O4.7H,0), EDTA sal dissodico, (Dinamica, Rio Grande do Sul, Brasil)
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foram utilizados para preparar a solucgéo nutritiva de Hoagland 10 % v v'*. As¥
e Se' foram adicionados na solucéo nutritiva de Hoagland como arsenato
monossodico (NaH»AsO,, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e selenito de Sodio
(Na,SeO3 Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), respectivamente. Os sais de As’ e
Se" foram preparados na concentracdo 0,1 mol L™ em meio aquoso e entdo
adicionados na solugao nutritiva Hoagland.

Para as andlises por DESI-MSI foram utilizados os solventes metanol
grau HPLC e hexano (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). No preparo de
amostra da folha utilizou-se uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com
tamanho de poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Allcrom, S&o Paulo, Brasil)
e placa de silica TLC silica gel 60W (Analytical Chromatography, Sigma
Aldrich).

4.3.2 Germinacao das Sementes

As sementes de linhaca dourada utilizadas neste estudo foram
compradas em um mercado local de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. As
sementes foram germinadas em dessecador sobre papel Germitest. Durante
um periodo de trés dias, as sementes foram mantidas a temperatura ambiente

e umedecidas com agua deionizada diariamente.

4.3.3 Cultivo das plantas

ApGs a germinacao, as radiculas emitidas a partir das sementes foram
acomodadas em pequenos orificios em um recipiente de plastico contendo
aproximadamente 600 mL de solucdo nutritiva de Hoagland 10% v v*. Oito
radiculas foram colocadas em cada recipiente plastico. Trés recipientes
contendo solucao nutritiva de Hoagland foram suplementadas com diferentes
concentracbes de As' e Se' conforme apresentado na Tabela 4.1. As
concentracdes de exposicao e co-exposicao das plantas foram escolhidas com
base nos resultados dos testes de toxidade para As e Se nas plantas de
linhaga dourada (capitulo 2). As concentracdes que inibiram 50% do

crescimento foram utilizadas.
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Tabela 4.1 — Concentracéo de exposicéo e co-exposicdo de arsenato (As’) e
selenito (Se") utilizadas.

Concentracdo (umol L™

Tratamento Se" As’
1 0 0
2 5 0
3 25 0
4 0 50
5 5 50
6 25 50

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e mantidos nas
mesmas condi¢cdes por quinze dias. As solucbes foram trocadas a cada trés

dias.

4.3.4 Preparo da amostra para realizacao do imprint

No imprint os analitos presentes nas folhas da planta séo transferidos
para uma placa de TLC silica gel através da aplicacdo de pressdo. Para
realizar o procedimento de imprint, primeiramente lavou-se a folha com hexano.
Esse procedimento tem o intuito de remover a camada protetora de cera e a
cuticula da superficie da folha e melhorar a perfusdo dos analitos[110]. Apos a
evaporacdo do hexano, a folha foi disposta entre uma membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) e uma placa de silica TLC, na seguinte ordem:
membrana-folha-placa de silica. Esse conjunto foi colocado em uma prensa
manual, constituida de duas placas planas de ac¢o inox, justapostas uma em
cima da outra. A unido destas placas é realizada por quatro parafusos que sdo
apertados, fornecendo uma pressdo sobre as amostras. A pressao nas
amostras foi feita por um minuto. A Figura 4.1 mostra o esquema do preparo de
amostra das folhas de linhaca dourada para analise por DESI-MSI. Apés o
imprint, a placa de silica referente ao lado abaxial da folha (o lado de baixo),
por possuir menor resisténcia na transferéncia dos compostos organicos das

folhas, foi escolhida e utilizada para a analise por DESI-MSI.
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] Folhas analisadas
Imprint

Figura 4.1 — Esquema do preparo de amostra das folhas de linhaga dourada
para andlise por DESI-MSI. As folhas expostas e co-expostas a As’ e Se'
disposta na membrana de PTFE s&o dos tratamentos: 1- Controle; 2 - Se'V' 5
umol LY 3 - Se'V' 25 umol L™ 4 — AsY 50 pmol LY; 5 - Se'V' 5 umol L™ + AsY 50
umol L 6 - Se'¥ 25 pmol L™ + AsY 50 umol L™,

4.3.5 Analises DESI-MSI

O espectrémetro de massas utilizado foi o Q Exactive Hybrid Quadrupole
— Orbitrap (Thermo Fisher Scientific - Alemanha), instalado no Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Este
espectrometro de massas combina dois analisadores o quadrupolo e o orbitrap
de alta resolucao e precisdo de massas. A resolucao do instrumento é de

140.000 FWHM (do inglés full width at half maximum) e um erro na preciséo de

massa de no maximo 3 ppm.

Utilizou-se a fonte de ionizagdo DESI (Omni Spray lon Source 2-D
modelo OS-3201 da empresa Prosolia, EUA) (Figura 4.2). Essa fonte € uma
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plataforma capaz de executar movimentos em duas dimensdes, 0s quais Sao

passiveis de controle por software.

Os parametros utilizados na operacao do espectrometro de massas e da
fonte de ionizacao foram: voltagem do capilar de 5,0 kV, temperatura do capilar
de 320°C, resolucao de 70.000; o solvente utilizado para o spray foi o0 metanol
com o fluxo de 10 pyL min, a faixa de massa analisada foi m/z 100 a 1000 no
modo de ionizacdo positivo. Para a plataforma modvel, determinou-se o
tamanho do passo de 200 um, tamanho do pixel de 200 ym x 200 um e taxa de
varredura de 740 um sec. As condices apresentadas, inclusive a geometria
da fonte, foram resultantes de uma otimizacdo do método para a obtencao da

melhor resposta dos sinais e consequente resolucdo de imagem.

- \- o A

Figura 4.2 - Fonte de ionizagcdo DESI (Omni Spray lon Source 2-D modelo OS-
3201 da empresa Prosolia, EUA) utilizada nesse trabalho.
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Os espectros de massas foram processados pelo software Qual Browser
Xcalibur, as imagens foram convertidas utilizando o software Firefly (verséo
2.1.05) e visualizadas pelo software BioMAP (versao 3.8.04).

4 AResultados e Discussao

Para obtencdo das imagens foram testados a analise direta das folhas e o
imprint em membrana de PTFE e em placa de silica de TLC. As melhores
imagens foram obtidas utilizando a placa de silica de TLC. A imagem direta por
DESI em folhas de plantas pode ser limitada pela camada de cera. A
dessorcdo e ionizacdo em DESI € energeticamente muito suave e nao
consegue penetrar essa camada[ll]. Assim, para obter melhores imagens
seria necessario a remoc¢ao da camada de cera com a utilizacdo de compostos
mais apolares que o hexano. O imprint em membrana de PTFE também n&o
permitiu a obtencdo de imagens com distribuicdo dos ions bem definidas. Isso
pode ter acontecido devido ao espalhamento dos compostos, uma vez que a
membrana tem um poder de adsor¢cdo menor que a placa de silica de TLC.

Outro parametro avaliado foi o solvente de pulverizacdo. Foram testados
metanol e metanol com &cido férmico 1% v/v, com o metanol apresentando os
melhores resultados. Esses solventes permitem a dessor¢cdo somente de
compostos polares do tecido vegetal e seria necessario testes com solventes
ou misturas de solventes mais apolares para investigar metabdlitos
hidrofébicos[111]. Os testes com outros solventes ndo foi possivel por
questdes tempo e recursos financeiros.

Os ions referentes aos metabdlitos encontrados nas folhas seguiram um
padrao de distribuicdo. De acordo que esse padrdo eles foram separados e
agrupados em: 1) ions encontrados em todas as folhas, inclusive na controle,
sendo denominados metabdlitos ndo inibidos pela exposicédo e co-exposicao; 2)
fons encontrados na folha exposta ao Se'' 25 pmol L™ e co-expostas ao As” 50
umol L™ e Se'V' 25 umol L™, que foram denominados metabélitos formados pela
exposicdo ao selenito e co-exposicdo ao arsenato e selenito; 3) ions nao
encontrados na folha exposta ao Se', que foram denominados metabdlitos
inibidos pela exposicdo ao selenito; 4) ions encontrados nas folhas expostas

ao As’ 50 umol L™ e co-expostas ao As’ 50 ymol L™ e Se"' 5 e 25 pmol L™,
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denominados metabdlitos formados pela exposi¢cdo ao arsenato e co-exposicao
ao arsenato e selenito. Para as plantas expostas e co-expostas ao arsenato
nao houve inibicdo de metabdlitos.

Foram obtidas 90 imagens quimicas (Apéndice C) que seguiram esses
padrdes de distribuicdo nas folhas de linhaca dourada. Entretanto, as imagens
selecionadas e apresentadas aqui foram as que tiveram menos interferéncia do
background. As imagens dos ions dos metabdlitos encontrados nas folhas sao
mostrados a seguir nas Figuras 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6. As imagens possuem uma
numeracdo que permite identificar qual tratamento de exposicdo e co-
exposicao a folha foi submetida. A escala de cor utilizada varia da cor preta até
vermelho, indicando as regifes de auséncia e de maxima concentracdo de

metabalitos, respectivamente.

4.4.1 Metabadlitos ndo inibidos pela exposi¢cdo e co-exposicao

Pode-se dizer que os metabdlitos identificados em todas as folhas,
inclusive na controle, ndo foram alterados pela exposicdo e co-exposicao. A
planta ndo utilizou esses metabdlitos para a ativacdo dos seus mecanismos de
tolerancia ou eles estdo presentes em grande quantidade na planta e somente
uma pequena parte foi utilizada. Na Figura 4.3 tem-se a imagem quimica
desses metabdlitos. O ion de m/z 104 corresponde a colina, uma vitamina do
complexo B muito importante para as plantas. Ela tem contribuicdo direta na
formacdo dos lipidios da membrana vegetal através da fosfatidilcolina[112]. A
colina também é um precursor da sintese da glicina betaina em certas
plantas[113].

A trigonelina, um alcaloide associado ao metabolismo também foi
identificada em todas as folhas. Esse metabdlito corresponde ao ion de m/z
138 e pertence a uma classe de compostos de amonio quaternario que se
acumulam em plantas em resposta ao estresse. A trigonelina em situacdo de
estresse hidrico e salinidade pode garantir a sintese de aminoacidos
essenciais[113].

O ion correspondente ao metabdlito de m/z 300 € a lotaustralina, um
glicosideo cianogénico. A lotaustralina, juntamete com outros glicosideos
cianogénicos como linamarina, linustatina e neolinustatina sdo responsaveis

por liberar compostos cianogénicos na linhaca dourada. Juntos 0os compostos
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cianogénicos pode liberar cerca de 8 uM de cianeto/g de linhaga. No entanto,
eles ndo acarretam danos a saude humana, uma vez que o0 consumo de

linhaca é relativamente baixo[16].

m/z 300

Intensidade Relativa

Figura 4.3 — Imagens quimicas obtidas por DESI-MSI dos ions referentes aos
metabolitos ndo alterados pela exposicdo e co-exposicdo(1- Controle; 2 - Se'V' 5
pumol L 3 - Se'V' 25 ymol L% 4 = AsY 50 umol L™ 5 - Se'' 5 ymol L™ + AsY 50
umol L% 6 - Se'' 25 pmol L™ + As¥ 50 ymol L™).

As trés imagens quimicas da Figura 4.3, se referem aos metabdlitos
discutidos, nos mostra que o experimento foi conduzido corretamente. Uma vez
gue os ions identificados estdo presente em todas as folhas de linhaca dourada
com intensidade elevada e quaisquer diferencas nas intensidades das outras
imagens séo intrinseca as folhas. Além disso, a distribuicdo espacial dos ions
nas imagens quimicas estdo de acordo com o formato e tamanho das folhas
(Figura 4.1).
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4.4.2 Metabolitos formados pela exposicdo ao selenito e co-exposi¢cao ao

arsenato e selenito.

A exposicéo das plantas ao Se' na concentracdo de 25 pmol L™ e a co-
exposicdo das plantas ao Se" nessa mesma concentracdo com As' na
concentracdo de 50 pmol L™ causaram alteracbes metabdlicas semelhantes
nas folhas. As imagens quimicas obtidas demostram a formacg&o ou inibicdo
dos mesmos ions identificados (Figura 4.4). Possivelmente, o Se foi
responsavel por essas alteracfes ja que elas estdo presente nos dois

tratamentos de mesma concentragao.

m/z130

m/z147 m/z 176

Intensidade Relativa

Figura 4.4 — Imagens quimicas obtidas por DESI-MSI dos ions referentes aos
metabalitos formados pela exposicao ao selenito e co-exposi¢cdo ao arsenato e
selenito. (1- Controle; 2 - Se'¥' 5 ymol LY; 3 - Se'v 25 ymol L™ 4 = AsY 50 ymol
LY 5-Se"V 5 umol L + AsY 50 pmol L™ 6 - Se'V' 25 umol L + AsY 50 ymol L
l).

O ion m/z 118 foi identificado como o metabdlito glicina betaina. As
betainas sdo uma classe de compostos que ocorrem naturalmente em plantas

e tém um papel importante na resisténcia ao estresse osmotico [114]. Em
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plantas, 0 estresse por metais/metaloides ou por qualquer outro fator como
seca, frio e sal levam as plantas ao estresse por desidratacdo. A resposta
fisiologica da planta ao estresse é o aumento de metabdlitos que sdo usados
no mecanismo de tolerancia ao estresse osmaotico, como as betainas [115].

N&o foi possivel identificar o ion m/z 130 com base na pesquisa dos
bancos de dados utilizados. O aminoacido glutamina (ion m/z 147) também se
acumula nas plantas sujeitas ao estresse salino. Para evitar a toxicidade do ion
amoOnio em excesso, as plantas aumentam a conversao dele em aminoacidos
como a glutamina [116].

Os ions de m/z 160 e m/z 176 correspondem aos adutos de sodio e
potdssio da trigonelina, respectivamente. Como discutido anteriormente, um
dos motivos da trigonelina se acumular em plantas é devido ao estresse. O fato
dos adutos de sédio e potassio desse metabdlito estarem presente somente
nas folhas expostas as maiores concentracdo de Se' indica que esses
tratamentos provocam maior estresse na planta. Uma vez, que a forma
protonada da trigonelina (ion m/z 138) est& presente em todas as folhas.

O ion m/z 175 corresponde a um importante aminoacido para as
plantas, a arginina. Ela atua no transporte e armazenamento de nitrogénio e €
um precursor para a sintese de outros aminoacidos e poliaminas. O
metabolismo da arginina na planta também € influenciado por estresse
abibticos, como déficit hidrico, salinidade e baixas temperaturas. Nessas

situacBes, 0 aumento da sintese de arginina € comprovada [117].

4.4.3 Metabadlitos inibidos pela exposicéo ao selenito

Os ions apresentados na Figura 4.5 correspondem aos metabolitos que
foram inibidos pela exposicdo ao Se'V na concentracdo de 25 pmol LY. E
possivel observar que esses metabdlitos estdo presentes em altas
concentracdes em todas as folhas, exceto na folha exposta ao Se'. Assim,
pode-se inferir que eles foram utilizados na sintese de compostos que atuam
nos mecanismos de tolerancia a toxicidade do Se na planta. Além disso, os
metabalitos inibidos podem ter sua sintese prejudicada devido ao estresse

ocasionado.
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m/z 345

5

m/z 319 m/z 595

o T 100

Intensidade Relativa

Figura 4.5 — Imagens quimicas obtidas por DESI-MSI dos ions referentes aos
metabdlitos formados pela exposicao ao selenito e co-exposi¢cdo ao arsenato e
selenito. (1- Controle; 2 - Se' 5 ymol L™Y; 3 - Se'v' 25 ymol L™, 4 = As¥ 50 ymol
L 5-Se" 5 umol L + AsY 50 pmol L™ 6 - Se'' 25 pmol L™ + As¥ 50 ymol L’
1

).

Dentre os metabdlitos apresentados da Figura 4.5, foi possivel a
identificagdo apenas do ion de m/z 595. Este composto corresponde a
nicotiflorina (kaempferol-3-O-a-L-rutinosideo) um flavonoide polifendlico. A
funcdo da nicotiflorina em plantas ndo é totalmente conhecida. No entanto,
suas propriedades medicinais como: antitumoral, anti-inflamatério, anti-
alergénico, antiviral e neuroprotetor sdo bastante estabelecidas [118]. O
interessante € que a quantidade de nicotiflorina em plantas submetidas ao
estresse abidtico tende a aumentar [119] e isso ndo aconteceu na exposicao
das plantas ao Se' na concentracéo de 25 pmol L. O que pode ter ocorrido é

gue 0 excesso Se na planta diminui a sintese desse composto.
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Os ions de m//z 319, 331, 345 e 595 ndo apresentaram intensidade
alterada exceto pela exposicdo das plantas ao Se' na concentracdo de 25
umol L. J& os fons de m/z 196 e 212 apresentaram alteracdes de intensidade
também nas folhas expostas e co-expostas ao As. Pode-se dizer entdo que
alguns metabdlitos podem ser menos produzidos pela planta apenas na

exposicdo ao Se' e outros na exposicdo ao As”.

4.4.4 Metabdlitos formados pela exposicdo ao arsenato e co-exposicao ao

arsenato e selenito

Na Figura 4.6 tem-se as imagens dos metabdlitos formados pela
exposicdo ao As' e co-exposicdo ao As’ e Se'. Esses metabolitos sdo
produtos de reacdes ativadas pelo estresse ocasionado pela exposicdo e co-
exposicdo, uma vez que eles ndo foram encontrados na folha da planta
controle. S&o metabdlitos que podem ser utilizados na identificacdo de danos
que a planta sofreu na presenca dos metaloides investigados. A menor
intensidade dos fons na folha 5 (Se' 5 umol L™ + As¥ 50 pmol L™) pode indicar
que o Se" em baixa concentracdo combate os danos causados a planta,
conforme ja discutido anteriormente (capitulo 2).

Infelizmente, os ions correspondentes a esses metabdlitos ndo puderam
ser identificados com base no banco de dados utilizados. Um estudo que
envolva a fragmentagcdo desses ions seria necessario para uma identificacéo
confiavel. Uma vez que possiveis identificagcBes desses ions pela massa exata

apresentaram erro acima de 30 ppm.
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m/z 291

b)

m/z292

m/z494

Intensidade Relativa

Figura 4.6 — Imagens quimicas obtidas por DESI-MSI dos ions referentes aos
metabdlitos formados pela exposicao ao selenito e co-exposi¢cdo ao arsenato e
selenito. (1- Controle; 2 - Se' 5 ymol L™Y; 3 - Se'v 25 ymol L™, 4 = AsY 50 ymol
Lt 5-Se" 5 umol L + AsY 50 pmol L™ 6 - Se'Y' 25 pmol L™ + As¥ 50 ymol L’
1

).

4.4.5 Identificacéo

A identificacdo dos metabdlitos foi feita utilizando as massas exatas dos
ions, suas respectivas raz0es isotopicas, 0S erros entre as massas teodrica e
experimental e a busca em bancos de dados como Metlin [29], Lipidmaps [30],
PubChem [31] dentre outros, finalizando com a confirmagao na literatura. Os

resultados encontrados para os ions sdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Principais metabdlitos detectados no imprint das folhas de linhaca dourada expostas e co-expostas a arsenato e
selenito a partir de uma analise por DESI-MSI no modo positivo.

Massa Exata Espécie l16nica Erro Metabdlito Estrutura
Tebrica Experimental (ppm) proposto
104,10754 104,10737 [CsH13NO + HJ* 1,6 Colina HsC /?H3
HsC ~"oH
300,08494 300,08447 [C11H1gNOg+K]" 1,6 Lotaustralina o T
138,05550 138,05501 [C/H/NO, + HJ" 3,6 Trigonelina Qﬁ%\r
| B -+
118,08680 118,08652 [CsH11NO; + H]* 2,4 Glicina HQ o §
betaina H§i7'\'\)j\o®
147,07697 147,07624 CsH1oN2O3 + H]* 5,0 Glutamina il il
[CsH10N203 + H] HZNWOH
160,03687 160,03688 [C,H/NO, + Na]* -0,063 Trigonelina e
L OE’Na+
175,11898 175,11904 [CeH1aN4O2 +H]* -0,34 Arginina I 9
HoN N/\/\‘/U\OH
H NH,
176,01085 176,01087 [C/H/NO, + K]* -0,11 Trigonelina 3
L) o
(@]
595,16630 595,16477 [Co7H30015+ H]* 2,6 Nicotiflorina § fj/
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4 5Conclusao

No estudo toxicometabdlico, a técnica DESI-MSI possibilitou a obtencéo de
imagens quimicas por espectrometria de massas de varios metabolitos naturais
das folhas de plantas de linhaca dourada e de metabdlitos que foram alterados
pela exposicdo e co-exposicdo ao arsenato e selenito. Em uma Unica analise
foi possivel obter um padrdo de distribuicdo nas folhas para 90 ions. Além
disso, a técnica permitiu a andalise de seis folhas de tratamentos distintos
simultaneamente. Assim, pode-se concluir que a técnica tem grandes
vantagens para estudos toxicometabdlicos em tecidos vegetais.

Muitos dos metabdlitos identificados que foram agrupados como formados
pela exposicdo e co-exposicdo ao selenito estdo relacionados 0s mecanismos
de tolerancia da planta ao estresse abiotico. Uma das causas desse estresse €
a alta salinidade do meio hidroponico, que pode ter sido gerada pelos sais de
sédio utilizados no preparo das solu¢cdes contaminantes de Se e As (NaxSeOs
e NaH,AsO,). Assim, ndo se pode afirmar que esses metabodlitos foram
formados por alteracbes metabodlicas causadas por As e Se. Porém, para os
metabdlitos formados pela exposicdo ao arsenato pode-se inferir que eles
estejam relacionados as alteracbes ocasionados pelo As, jA& que a folha
exposta ao selenito na concentracdo de 25 pmol L™ n&do apresentou a
formacdo desses metabdlitos. No entanto, os ions correspondentes ndo foram

identificados, necessitando assim de mais estudos.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho desenvolvido nessa tese traz contribuices importantes na area
da quimica analitica, quimica ambiental e fisiologia vegetal. Os mecanismos de
tolerancia estabelecidos e as alteracdes metabolicas sofridas pela planta de
linhaca dourada frente a exposicao e co-exposicao ao As e Se pode ser melhor
entendidas.

As técnicas de espectrometria de massas com ionizacdo ambiente DESI-
MSI e PS-MS demostraram grande potencial para identificacdo de metabdlitos
envolvidos nos mecanismos de tolerancia da planta ao As e Se. Por PS-MS, foi
possivel realizar andlise de especiacdo de As em extratos de raizes das
plantas co-expostas com As e Se. Além disso, a identificacdo de GSH,
PC,,PC3, Se'-PC,, As"PC; nesses extratos comprovou a ativacdo do principal
mecanismo de tolerancia das plantas a metais/metaloides toxicos que € a
complexacao desses por PCs.

As andlises por DESI-MSI permitiram verificar as alteragbes metabdlicas
ocasionadas pela exposi¢cado e co-exposicdo ao arsenato e selenito nas folhas
das plantas. As distribuicdes espaciais dos metabdlitos nas folhas obtidas por
DESI-MSI mostrou quatro perfis de alteracdes. Muitos metabdlitos identificados
nas folhas estdo relacionados ao estresse abidtico. A presenca de metabdlitos
com alta intensidade em alguns tratamentos pode estar relacionada aos sais de
sédio (NazHAsO, e Na,SeO3) utilizados para suplementar a solucédo nutritiva
das plantas com As e Se.

A hipotese de que 0 Se em baixas concentracfes ajuda a minimizar 0s
efeitos toxicos do As foi amparada em trabalhos anteriores da literatura e
comprovada. Ocorreu uma diminuicdo da toxidade do arsenato quando co-
exposto com selenito (5 pmol L™), apesar da absorcéo e translocagéo de As
terem aumentado. A explicacdo para o ocorrido seria a substituicdo do enxofre
nos peptidios tidlicos das PCs por Se, aumentando assim a capacidade de
complexacdo de As por elas. No entanto, neste trabalho, n&o foram
identificados complexos de PC-SeAs nas analises por PS-MS. Outros trabalhos
também néo encontraram esses complexos [3] e propuseram que a diminui¢ao

da toxicidade do As na presenca do Se em Arabidopsis thaliana esta
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relacionada ao aumento da sintese de GSH pelo Se e beneficiamento disso
pelo As.

Nesse contexto, para trabalhos futuros sugere-se a realizagdo de andlises
PS-MS de mais compostos envolvidos nos mecanismos de tolerancia da planta
bem como a utilizacdo do DESI-MSI para confirmar a identidade deles nas
raizes da planta. Apresenta-se também, como proposta para investigacdes
futuras, a utilizacdo de solventes mais hidrofébicos como tolueno na remocao
da camada de cera superficial das folhas para o imprint nas analises por DESI-
MSI, com o objetivo de identificar metabdlitos que estejam em estruturas mais
profundas das folhas.

Adicionalmente, experimentos envolvendo o cultivo de plantas em solucéo
nutritiva e contaminacdo por metais e metaloides toxicos precisam ser bem
planejados por que exigem uma estrutura para o descarte correto de grande
quantidade de residuos. Além disso, o local de cultivo deve ser proximo ao
local de preparo da solugéo nutritiva devido ao grande volume de solucéo a ser

transportada.
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APENDICE
Apéndice A

Equacodes das Reqressdes Capitulo 2

Figura 2.4: As regressdes exponeciais decrescentes sao significativas (p<0.05)
equacdo para os dados: Se' (Y=7.0300+106.1849%exp(-0.0231*x), Se'
(Y=6.6534 + 91.4111*exp(-0.1256*x), As’ (Y=-11.9512+110.1673*exp(-
0.0127*x) e As" + Se'V (Y=8.3863+124.6969*exp(-0.0162*X).

Figura 2.5: A regressdo exponecial decrescentes € significativa (p<0.05)
equacdo para os dados: Se' (Y=23.0846+97.6999 *exp(-0.00*x) e n&o
siginificativa (p>0.05) para Se” (Y= 21.8426+35.1431*exp(-0.0618*x)).
Regressdes quadraticas sdo significativas (p<0.05) equacédo para os dados:
As' (Y= 117.3323+ 2.2893*x -0.0014 *x"2) e As'+Se'V (Y= 99.7544+ 0.2346*x -
0.0040*x"2).

Figura 2.6:. As regressbes exponeciais decrescentes sao significativas
(p<0.05) equacéo para os dados: Se"' (Y=376.929+3866.4348*exp(-0.0445%x).
Regressdes quadraticas sdo significativas (p<0.05) equacédo para os dados:
Se" em folhas (Y=3.3728+2.9620*x+-0.0028*x"2), Se"' (Y=378.316-
1.118*x+0.016*x"2) and Se' (Y=-26.005+6.725*x+0.003*x"2) em caule, Se"" (
Y=220.938+4.923*x-0.009*x"2) e Se' (Y=-431.833+21.579*x+1.689*x"2) em

raizes.

Figura 2.7: Regressdes quadraticas sao significativas (p<0.05) equacao para
os dados As" (Y=-0.5980+0.6276*x-0.0016*x"2), As'+Se' (Concentracdo As:
Y= 23.3460+1.9812*x-0.0046*x"2, Concentragao Se: Y=51.8113-
0.7016*x+0.0036*x*2) em folhas , As' (Y=-20.2588+2.2050*x-0.0069*x"2),
As'+Se" (Concentracdo As: Y=7.1193+2.6525*x-0.0033*x"2, Concentracdo
Se: Y=70.7053-1.5171*x+0.0112*x"2) em caule, As’
(Y=23.1982+1.4484*x+0.0056*x"2),  As'+Se"Y  (  Concentracdo As:
Y=235.7455+20.3452*x-0.0688*x"2, Concentracao Se: Y=410.9742-
5.4625*x+0.0537*x"2) em raiz.
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Apéndice B

Espectros PS(+)-MS/MS GSH [#Glu-Cys-Gly]" m/z 308: red-PC,
[(GIuCys)»Glyl" m/z 540: red-PC; [(GluCys)sGlyl" m/z 772: SePC, [¥
(GluCys),SeGlyl" m/z 618: AsPC; [y-(GluCys)sAsGly]" m/z 844
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extratos de raizes de plantas controle
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extratos de raizes de plantas expostas As" (50uM) + Se'
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Figura A4 - Espectros PS(+)-MS/MS red-PC, [(GluCys),Gly]" m/z 540 para
extratos de raizes de plantas expostas As” (50uM) + Se" (5 pM)
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Figura A8 - Espectros PS(+)-MS/MS SePC; [y-(GluCys).SeGly]" m/z 618 para
extratos de raizes de plantas expostas As” (50uM) + Se" (5 pM)
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Figura A9 - Espectros PS(+)-MS/MS SePC; [y-(GluCys).SeGly]" m/z 618 para
extratos de raizes de plantas expostas As" (50uM) + Se'” (25 pM)
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Figura A10 - Espectros PS(+)-MS/MS AsPCs [y-(GluCys)sAsGly]" m/z 844 para
extratos de raizes de plantas expostas As” (50uM) + Se" (5 pM)
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Apéndice C

Imagens guimicas obtidas por DESI-MSI dos ions referentes ao metab6litos formados pela exposicdo ao selenito e co-
exposicao ao arsenato e selenito

146.054 m/z 145,016 m/z 147,61 m/z 176.115 m/z 185.027 m/z 188.049 m/z 176.115 m/z 185.027 m/z 188.049

m/z 160,032 m/z 169,035 m/z 175,108 m/z 191.039 m/z 196.838 m/z 196.869 m/z 191.039 m/z 196.838 m/z 196.869

75.0.
m/z 197.082 m/z 220.155 m/z 275.029

m/z232.912 m/z 214.051 m/z 212.830

m/z 223.970 m/z 243.045 m/z 245.944 m/z 275.121 m/z 252.963

m/z 203.034

m/z 271.947 m/z 292,150 m/z 261.051

m/z 255.039 m/z 265.110 m/z 268.925
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m/z 300.055 m/z 300.085 m/z 345.132 m/z 319.099

m/z 325.172 m/z 333.107 m/z 318.092

m/z 339.181

m/z 291.143 m/z 300.055 m/z 300.085 m/z291.143

m/z 315.101 m/z 320.106 m/z 325.172 m/z 315.101 m/z 320.106 m/z 303.076

m/2326.943 m/z 347.177 m/z337.106 m/z331.124 m/z2321.174 m/z375.061 m/z 353.067 m/2 366.954 m/z 387.096
346.139
m/Z312.00 m/z326.149 mfz m/2 370,158 m/z 368.937 m/2 359,080 I m/2364.939 m/2 430159
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m/z430.220 m/z439.132 m/z438.125 m/z431.227 m/z 441.177 m/z 450.150 m/z 483.080 m/z 543.234 m/z 545.218
m/2406.018 m/z411.176 m/z2416.151 m/z 466.142 m/z 484.057 m/z 483.049 m/2 531.209 m/2 494.159 m/2517.179

m/z 595.239 m/z 595.269 m/z 559.195

m/z 558.066 m/z 587.121 m/z 604.090
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