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RESUMO

Neste estudo, o manjericdo (Ocimum basilicum L. grecco a palla) foi cultivado em
solucéo nutritiva de Hoagland 5% v v* e exposto a diferentes concentracdes de Cd'".
Um procedimento de microextracdo assistida por ultrassom (MUS) foi otimizado (2%
v vi1 HNOs, 100 pL H202, 50% de amplitude e 5 minutos de tempo de extracdo),
validado e aplicado em folha, caule e raiz para determinacdo multielementar por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os limites
de deteccgdo e quantificacdo do procedimento variaram de 0,022 a 5,33 ug g* (Be e
K) e 0,066 a 20,1 ug g* (Be e Ca), respectivamente. A partir dos resultados obtidos,
foi realizada uma avaliagdo iondmica que indicou que o Cd acumulou
preferencialmente nas raizes e translocou para a parte aérea causando sé€rios danos
as plantas, incluindo os efeitos na absorcao e translocacao de elementos essenciais.
A analise por componentes principais (PCA) e a analise de agrupamento hierarquico
(HCA) discriminou folhas, caules e raizes pelo perfil ionémico para as diferentes
suplementacdes de Cd'. Nos estudos metabolémicos, utilizou-se a espectrometria de
massas por Paper Spray (PS-MS) para a identificacdo de glutationa (GSH),
fitoquelatinas e seus derivados, além de complexos de Cd em raizes cultivadas por 7
e 14 dias. Em plantulas expostas ao Cd foram identificados iso-PC2(Cys), des-Gly-
PCs, iso-PC3(Asn ou Ser ou GIn ou Glu), além de diferentes complexos de Cd,
formados pela planta como mecanismo de defesa a intoxicacdo. Por dessorcéo
induzida por ionizacao electrospray acoplada a espectrometria de massas (DESI-MSI)
foram analisados imprint de folhas (0; 1,0; 3,6; 5,0; 25,0 e 50,0 uM de Cd") e raizes (0
e 25,0 uM de Cd") e, também foi feita andlise direta das folhas submetidas a diferentes
concentracdes de Cd" (0; 1,0; 3,6; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 uM) para avaliacdo
metabolémica untarget. As imagens mostraram que o Cd interferiu no metaboloma do
manjericdo por inibicdo/estimulo na sintese de metabalitos, incluindo a sinalizagéo
biologica de 24, 20 e 8 potenciais biomarcadores de folhas, raiz e ambos os 6rgaos,
respectivamente. Os resultados mostraram-se efetivos para analise iondmica e
metabolémica target e untarget em folhas e raizes, sendo promissores para novos
estudos envolvendo mecanismos de defesa das plantas expostas a diferentes metais
toxicos.

Palavras-chave: microextracdo; manjericdo; cadmio; ionizacdo ambiente;

imageamento.



ABSTRACT

In this study, basil (Ocimum basilicum L. grecco a palla) was cultivated in 5% vt
Hoagland nutrient solution and exposed to different concentrations of Cd'. An
ultrasound-assisted microextraction (MUS) procedure was optimized (2% v v HNOs,
100 pL H202, 50% amplitude and 5 min extraction time), validated and applied to leaf,
stem and root for multielemental determination by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). The detection and quantification limits of the procedure ranged
from 0.022 to 5.33 ug g* (Be and K) and from 0.066 to 20.1 ug g* (Be and Ca),
respectively. From the results obtained, an ionomic evaluation was performed
indicating that Cd preferentially accumulated in the roots and translocated to the aerial
part causing serious damage to plants, including effects on the uptake and
translocation of essential elements. Principal component analysis (PCA) and
hierarchical cluster analysis (HCA) discriminated leaves, stems, and roots by ionomic
profile for the different Cd((Il) supplementations. In metabolomics studies, Paper Spray
Mass Spectrometry (PS-MS) was used to identify glutathione (GSH), phytochelatins
and their derivatives, besides Cd complexes in roots that were cultivated for 7 and 14
days. In seedlings exposed to Cd, iso-PC2(Cys), des-Gly-PCs, iso-PCs(Asn or Ser or
GIn or Glu) and different Cd complexes formed by the plant as a defense mechanism
to intoxication were identified. By Desorption Electrospray lonization Mass
Spectrometry Imaging (DESI-MSI), leaf imprint (0; 1.0; 3.6; 5.0; 25.0 and 50.0 uM of
Cd") and root imprint (0 and 25.0 uM of Cd") were analysed and a direct analysis of
leaves submitted to different concentrations of Cd" (0; 1.0; 3.6; 10.0; 25.0; 50.0 and
100.0 uM) was also performed for untarget metabolomic evaluation. The images
showed that Cd interfered in the basil metabolome by inhibition/stimulation in
metabolite synthesis, including biological signaling of 24, 20 and 8 potential biomarkers
from leaves, root and both organs, respectively. The results proved to be effective for
target and untarget ionomic and metabolomic analysis in leaves and roots and they
are promising for further studies involving defense mechanisms of plants exposed to

different toxic metals.

Keywords: microextraction; basil; cadmium; ambient ionization; imaging.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Mecanismos de transporte e translocagédo de Cd em plantas. Adaptado de
Yo o =1 A= | I 0220 A P 28
Figura 2 — Principais etapas envolvidas na absorcdo de cadmio (Cd") e sua

desintoxicacao por fitoquelatinas (PCs) em células vegetais. Adaptado de Ahmad et

AL (20009 . e e e e e a e e e e e e e —aaaaan 32
Figura 3 — Estrutura basica dos flavonoides, classes e exemplos. Fonte: Adaptado de
Panche, Diwan € Chandra (2016) ..........ccoiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e eenanes 34
Figura 4 — Formacao das microbolhas e colapso para extragdo multielementar. Fonte:
e (0] o] - PP RTTP R PPPPPPPPRPP 39
Figura 5 — Sonorreator cup horn Sonics VCX 505 (Newton, CT, USA)..........ccceveens 40
Figura 6 — Esquema de andlise multielementar de extratos vegetais por ICP-MS.
o] a1 (S e (0] o = VPP RPN PPPPPPPPRRPP 43
Figura 7 — Esquema da analise de extratos por PS-MS. Fonte: Propria................... 46

Figura 8 — Esquema do funcionamento do DESI-MSI em amostras de folhas. Fonte:
Adaptado de Teles et al. (2021) .....ouuuiiiie e 49
Figura 9 — Desenvolvimento de radiculas durante o processo de germinacdo das
sementes de manjericdo Grecco a Palla (Ocimum basilicum). Fonte: Propria.......... 52
Figura 10 - Cultivo do manjericdo em solugédo nutritiva de Hoagland a 5% v vX. Fonte:
o (0 0 T= SRR 53
Figura 11 — Esquema do cultivo, calculo da ECso e separacdo dos tecidos vegetais
para analise MUILIEIEMENTAN ..........ooiuiiiiiii e 54
Figura 12 — (A) Suporte para microtubos adaptado (B) copo do sonorreator cup horn.
o] (=l = o] o ¢ T- VPRSPPIt 56
Figura 13 — Preparo das amostras de raizes do manjericao para analise por PS-MS.

Figura 15 — Folhas de manjericdo sendo analisadas por DESI-MSI por (A) Analise
direta e (B) imprint. FONTE: PrOPria ......cooovveeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 61
Figura 16 — Fluxograma das analises de folhas e raizes de manjericao por DESI-MSI

sob diferentes condigOeS eXPEriMENTAIS ..........ceveeururiiiiieee et 63



Figura 17 — Acumulacéo de biomassa ([ = s, n = 3) em tecidos de Ocimum basilicum
var. Grecco a Palla afetados pelo aumento da concentracdo de Cd (1,0 -100,0 uM).
Letras distintas indicam diferencga significativa entre os tratamentos para um certo
orgao (folha, caule ou raiz) como atestado pelo teste de comparacao multipla de Tukey
(pbs-teste ANOVA p <0,05). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os 6rgaos
no mesmo tratamento (p< 0,05). Os valores das porcentagens sao relativos a folha,
caule e raiz da amostra controle, em que foram considerados como 100 %. ........... 65
Figura 18 — Amostras de manjericdo cultivadas em solucédo de Hoagland 5% v v!
suplementadas com Cd" (A) 0 uM (B) 3,6 uM (ECso) (C) 25,0 uM (D) 100,0 uM apéds

ST 0 T2 TS0 L= o 1Yo P 66
Figura 19 — Diagrama de Pareto para as respostas mdltiplas (A) RMcd (mg kg?) e (B)
RMmutt (MG KO ™) weeeeiiie ettt et e e et e e st e e e st e e e snne e e e nnaeeeennneeeas 69

Figura 20 — (A) Superficie de resposta e (B) diagrama de contorno para a resposta
RMmult da concentragdo de HNO3 (%) em relacdo ao volume de H202 (pL)............ 72
Figura 21 — Concentracfes de Cadmio (A), aluminio (B), bario (C), berilio (D), litio (E)
e estréncio (F) em folhas, caules e raizes de manjericdo expostas a diferentes
concentragées de Cd'" (0; 1,0; 3,6; 5,0; 10,0; 25,0, 50,0 € 100,0 uM), n=3. .............. 78
Figura 22 — Concentracdes (mg g*) de célcio (A), cobre (B), ferro (C), potassio (D),
magneésio (E), manganés (F) e zinco (G) em folhas, caules e raizes de amostras de
manjericao expostas a diferentes concentra¢des de Cd (0; 1,0; 3,6; 5,0; 10,0; 25,0,
50,0 € 100,0 M), NT3. .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaeas 79
Figura 23 — Correlogramas para a concentracdo dos metais nas matrizes de
manjericao obtida por ICP-MS ap06s aplicacdo do procedimento MUS: (A) folhas, (B)
CAUIES € (C) TAIZES oo 81
Figura 24 — Grafico de escores para todas as amostras (folhas, caules e raizes) (A) e
gréfico de loadings (B) gerado pela PCA com diferentes concentra¢des de Cd: controle
(0 uM); 1 (3,6 uM); 2 (5,0 uM); 3 (25,0 uM); 4 (50,0 uM) e 5 (100,0 UM). ......vvveeee.... 87
Figura 25 — Dendograma para analise ionGmica de manjericdo exposto a diferentes
concentracdes de Cd: controle (0 uM); 1 (3,6 uM); 2 (5,0 uM); 3 (25,0 uM); 4 (50,0 uM)
€ 5 (100,00 M), 1eiiiieiee e oottt e e e e e e — e e e e e e e raaaas 88
Figura 26 — Foto de manjericdo (Ocimun basilicum L.) apds 14 dias de suplementagéo
com Cd". Amostra controle (esquerda) e contaminada a 10 uM de Cd" (direita). Fonte:

(00 = SRR 89



Figura 27 — Espectros MS? por PS(+)-MS com estrutura e fragmentos de m/z 308,
GSH (A) m/z 322, hGSH (B) e m/z 613 GSSG (C) em raiz contaminada de manjericao
a2 10,0 pM de Cd durante 14 Q@S .....ccceeeeeruuuiiiieee et e e e e e e e e e eeeeeennnes 91
Figura 28 — Espectro MS? por PS(+)-MS com a estrutura de m/z 420 (GSH-Cd) e seus
L1720 .01 1 (0 1RSSR 92
Figura 29 — Intensidade de sinal para m/z 308 (GSH), m/z 322 (hGSH), m/z 540 (PC>),
m/z 613 (GSSG) e m/z 554 (hPC2) por PS(+)-MS para raizes de manjericdo do grupo
controle (0 uM) e 10 uM de exposicédo ao Cd" (14 dias, N =2) ....cccecveeeeieecicrieeenen. 93
Figure 30 — Comparacdo da intensidade de sinal para m/z 355 (GSH), m/z 420
(hGSH), m/z 483 (des-Gly-PCz), m/z 509 (des-Cys-iso-PC2(Glu), m/z 540 (PC2), m/z
554 (hPC2), m/z 570 (iso- PC2(Ser)), m/z 586 (iso-PC2(Cys)), m/z 597 (iso-PC2(Asn)),
m/z 611 (iso-PC2(GIn)), m/z 612 (iso-PC2(Glu)), m/z 613 (GSSG), m/z 715 (des-Gly-
PCs), m/z 772 (PC3), m/z 802 (iso-PCs(Ser)), m/z 829 (iso-PCs(Asn)), m/z 843 (iso-
PC3(GIn)), m/z 844 (iso-PC3(Glu)) para amostras de raizes de manjericdo exposto a
10 UM POF 7 € 14 dIiBS (N = 2) weuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 95
Figura 31 — Comparacéo da intensidade de sinal para m/z 355 (Cys-Cd-Cys), m/z 420
(GSH-Cd), m/z 541 (Cys-Cd-GSH), m/z 652 (Cd-PC2), m/z 727 (GSH-Cd-GSH), de
amostras de raizes de manjericao exposto a 10 uM por 7 el4 dias (n = 2) .............. 96
Figura 32 — Folhas nas concentracdes (0; 1,0; 3,6; 5,0; 25,0 e 50 uM) apés o imprint
e seu imprint em (A) membrana PTFE (B) placade TLC ..., 97
Figura 33 — Comparacao do imprint de folhas nas concentracoes (0; 1,0; 3,6; 5,0; 25,0
e 50 uM) em diferentes substratos: (membrana PTFE) (A) e placa de TLC (B)........ 98
Figura 34 — Diagrama de Venn para compostos identificados no imprint de folha (F)
de manijericdo cultivado em 0, 1, 3,6, 5, 25 e 50 uM de Cd'". (A) compostos nas
menores concentragdes; (B) Compostos nas maiores concentragles...................... 99
Figura 35 — Potenciais Metabdlitos biomarcadores de Cd em folhas de manjericéo
apos exposicao a diferentes concentragfes de Cd. .......oooeeeeeeeiiiiiieieeeee 101
Figura 36 — Imagem de metabdlitos com caracteristicas de distribuicdo espacial
especifica para folhas expostas a diferentes concentracdes de Cd..........cccc..ueee. 102
Figura 37 — Imagem de possiveis metabdlitos biomarcadores em folhas expostas a
diferentes concentragies de Cd. ... 104
Figura 38 — Imagem de metabolitos em folhas expostas a diferentes concentracdes

de Cd.que foram iNIDIdOS .........uiiiii e 105



Figura 39 — (A) Amostras de folhas de manjericdo nas concentracdes de Cd ?*iguais
a 0 (controle); 1; 3,6; 10; 25; 50 e 100 uM (B) Imagem de metabdlitos obtidos pela
andlise direta das folhas expostas 80 Cd..........oooviiiiiiiiiiiiieiii e 107
Figura 40 — Imagem de fitohormonios obtidos pela anélise direta das folhas expostas
a diferentes concentracfes de Cd...........ovueiiiiiii i 109
Figura 41 — Amostras de manjericao analisadas por DESI-MSI, apds imprint e o imprint
de folha (A) € TAIZ (B) .oooeieeeeeiiiiei e 110
Figura 42 — Diagrama de Venn para o nUmero de compostos obtidos no imprint de
folha (F) e raiz (R) de manijericdo cultivado em 0 e 25 uM de Cd". (A) 207 compostos
identificados e (B) 79 compostos desconhecidos..............ceeivieeeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenns 110
Figura 43— Metabolitos comuns em raiz e folha de manjericdo (A) biomarcadores em
folha e/ou raiz e (B) inibidos pela presenga de Cd..........ccoevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 111
Figura 44 — Imagens de metabdlitos especificos de (A) folha (F 0 uM), (B) Raiz (R 0

puM) e (C) ambos os 6rgdos (F e R) de manjericdo que foram inibidos pela presenca

Figura 45 — Imagens de metabdlitos biomarcadores de Cd em raiz de manjericdo 115
Figura 46 — Imagens de metabdlitos biomarcadores de Cd somente na folha (A) e em
ambos os 6rgaos (folha e raiz) (B) de manjeriCao..........ccceeeeevevvvviiiiiiieeeeeeeeeeviiinn, 116
Figura 47 — Imagens de metabdlitos (A) de raiz com acumulacdo em folha exposta a
Cd; (B) de folha com acumulagéo em raiz expostaa Cd ..........ccovvveiiiieeeeeeeeiiinnnnnnn. 117
Figura 48 — Imagens de metabdlitos com relacdo (A) antagdnica na acumulacao nos
tecidos vegetais;(B) inibitéria em folha; (C) inibitéria, na distribuicdo espacial e
acumulacéo em folha; (D) inibitoria e de acumulacdo em raiz ............cccceevvvvvvvnnnnnn. 118
Figura 49 — Potenciais biomarcadores de Cd em folha de manjericdo. Todos os
metabalitos foram detectados por DESI-MSI e apresentaram imagens com aumento
da acumulacao ou presenga somente em plantas contaminadas. ............cccevvveeenn. 119
Figura 50 — Potenciais biomarcadores de Cd em raiz de manjericdo. Todos o0s
metabalitos foram detectados por DESI-MSI e apresentaram imagens com aumento
da acumulacao ou presenca somente em plantas contaminadas. ............cccccevvveenn. 120
Figura 51 — Potenciais biomarcadores de Cd em folha e raiz de manjericdo. Todos o0s
metabdlitos foram detectados por DESI-MSI e apresentaram imagens com aumento

da acumulacao ou presenca somente em plantas contaminadas. ............cccccvvvveen. 121



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Condi¢des operacionais do ICP-MS para determinacdo multielementar de
folha, caule € raiz de MaNJErICAOD.........ccivii e e e e e e eaaans 51
Tabela 2 — Planejamento fatorial fracionado 2iv**, com triplicata no ponto central, para

otimizagdo do procedimento MUS nas diferentes matrizes de F, C e R do manjericédo

Tabela 3 — Fator de Translocacdo de Cd (X + s, n=3) em diferentes concentrac¢des de
Cd" (uM) empregadas durante o cultivo de manjericdo (Ocimum basilicum L. grecco a
palla). Letras iguais indicam que ndo héa diferencas significativas pela ANOVA (p6s
teste TUKEY, P< 0,05). ... ittt 67
Tabela 4 — Matriz do planejamento fracionario 2iv*! para avaliacdo dos fatores que
afetam a microextracdo multielementar por ultrassom com as respostas das
concentracdes de Cd (RMcd) e multielementar (RMmur)), mg kg, para cada matriz de
manjericao (F, C e R) e suas respectivas correlacdes de Pearson.............cccccvvvvnnnn. 71
Tabela 5 — Faixa Linear, equacao da regresséao, coeficiente de correlacdo (R), LD e
LQ do procedimento MUS (n = 10) empregando a técnica ICP-MS.......................... 73
Tabela 6 — Valores certificados e determinados dos metais no MRC de folha de
espinafre NIST 1570a (X + sd, n = 6), recuperacéo e preciséo por ICP-MS............. 74
Tabela 7 — Porcentagem de Recuperagdo, X + sd (%), para as o0s analitos
determinados nas matrizes de manjericado (F, C e R) por ICP-MS (n =3) ................ 75
Tabela 8 — Comparacao dos Limites de deteccao, quantificacéo e concentracdes de
Cd (mg kg™) obtidos por MW e MUS para preparo das matrizes folha, caule e raiz do
=T LeT o= o (g i ) ISP 76
Tabela 9 - Avaliacdo de parametros de controle operacional para os procedimentos
L SR = 1Y PN 77
Tabela 10 — GSH, PCs, seus derivados e complexos de Cd identificados em
manjericao por PS(+)-MS por longo tempo de exposi¢cédo ao Cd (14 dias)................ 90
Tabela 11 — Tentativa de identificacdo de metabdlitos em folha fresca de manjericao
exposto a diferentes concentragées de Cd'" (0; 1; 3,6; 10; 25; 50 e 100 uM) .......... 108



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABA: Acido abscisico

ATPases: Adenosinatrifosfatases

C: Caule

CAX: Cation exchangers antiporter

CDF: Cation diffusion facilitator (facilitador de difusao de cétion)

CID: Compound identification number (nimero de identificacdo de composto)
CTR/COPT: COpper TRansporter

DESI-MS: Desorption Electrospray lonization Mass Spectrometry (Dessorcao
induzida por ionizagao eletrospray acoplada a espectrometria de massas)

DESI-MSI: Desorption Electrospray lonization Mass Spectrometry Imaging
(Imageamento por dessorcdo induzida por ionizacdo eletrospray acoplada a
espectrometria de massas)

DPR: Desvio padréo relativo

ECso: Concentracao efetiva que inibe 50 % do crescimento da raiz

FAAS: Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama

GSH: Glutationa

hGSH: Homoglutationa

GSSG: Glutationa oxidada

hPC2: Homofitoquelatina 2

HCA: Analise de Agrupamento hierarquico

HMA: Heavy metal ATPases

ICP-MS: Inductively Coupled Plasma Mass spectrometry (Espectrometria de Massa
com Plasma Indutivamente Acoplado)

ICP OES: Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry
(Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado)

ITR: indice de Tolerancia da Raiz

LCT: Lysosomal cystine transporter

LD: Limite de deteccao

LQ: Limite de quantificacéao

F: Folha

MRC: Material de referéncia certificado



MS: Mass Spectrometry (Espectrometria de Massas)

MTP: Metal tolerance proteins

MUS: Microextragéo Assistida por Ultrassom

MW: Digestao Assistida por Micro-ondas

ni: NUmero de imagens

NRAMP: Natural Resistance-Associated Macrophage Protein : proteina macrofoga
natural associada a resisténcia

PC: Fitoquelatina

PCA: Analise de componentes Principais (PCA)

PS-MS: Paper Spray Mass Spectrometry (Espectrometria de Massas com ionizacao
por Paper Spray)

PTFE: Politetrafluoretileno

R: Raiz

ROS: Reactive Oxigen Species (espécies reativas de oxigénio)

TLC: Thin-Layer Chromatography (cromatografia de camada delgada)

US: Ultrassom

ZIP: ZRT, IRT-like Protein. IRT (iron-regulated transporter) e ZRT (zinc-regulated
transporter)

YSL: Yellow Stripe-Like



SUMARIO

O VL 1270516 07.Y @ I 20
2. OBUIETIVOS ... 22
2 R O o] 1111/ C 1= - | SRR 22
2.2 ODbjetivOs ESPECITICOS .....ccuuiuiiiii ettt e e e e e e e eeenaes 22
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ociiiiieieiiiie ettt 23
1 70 R © I - T [ o1 o 1 23
3.2 A Espécie vegetal Ocimum basilicum L. .........cooovviiiiiiiiiiiiiiciee e 24
3.3 londmica vegetal VErsus Cd..........ooouiiiiiiiii e e e e 26
3.4  Metabolomica Vegetal VErsus Cd..............uuuuuumimimmiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienenes 29
3.4.1 AMINOACIAOS € PEPLIAEOS ....vvviieeiiiie ettt etre e e e rte e e e ebee e e e ebreeeeeaes 29
3.4.2 Glutationa (GSH) e Fitoquelatinas (PCS)......cccueevieeeiieeiieecieeeieeestee e e ste e evee e 30
3.4.3 [ 1Yo oo e 1= SRS 32
3.4.4 (1] o] g s aTe] o1 o 13 SR 35
3.45 (67 [ o ToT [ =1 1 13 36
3.4.6  ACIHOS OFBANICOS. ...eveieiieeceeeeeeeeeee ettt ettt ettt s st se s saetes e s et stese s seana 36

3.5  Prepar0 08 GMOSIIAS. ......uuuuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiitiiiiiiiiiaebeeeeeeaanbebeebaee e annneanae 37
3.5.1 Procedimentos de digestdo assistidos por radiagao micro-ondas.........cccceeeeeeeennrennenn. 37
3.5.2 Extracao Assistida por UILrassom .......cccuiieiiciiiieeciieesccieee e sciree e e svre e s s sare e e ssareee s 39

3.6 Técnicas analiticas empregadas para determinacdo de constituintes
inorganicos e metabolitos em amostras vegetais..............ceeeviiieeeiiieiiiiee e 41
3.6.1 Técnicas espectrométricas na quantificagao de constituintes inorganicos................. 42
3.6.2 Espectrometria de Massas com lonizagdo Ambiente ........ccccceeeeiiiieecciiee e, 45
3.6.2. 1 PSS e e e e e e e e e e e e e b b ee e e e e e e e e e narate e e e e e e e anrreeeas 45
3.6.2.2  DESI-MSI ..ttt ettt sttt 47

4 MATERIAIS E METODOS.......ociiieieeeceeeeeeie ettt ets st sae e 50
4.1  AMOSIIAS € FEAJENIES .....uiiitiieeei e e e e e e e e e e e e e e ean e ean e eeans 50
4.2 EQUIPAMENTOS ..o 50
4.3 Germinagado e Cultivo das amoStras .........coooeveeieeeieieeeeeeeeeeeeeeeee e 52
4.4  Testes de Toxicidade a0 Cd..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiin e e 53
4.5  Pré-tratamento das amostras para analise elementar...............ccccceeeeeeeee. 55
451 Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas (MW) .......ccccecuviieeciieeeecieee e 55
45.2 Microextragdo assistida por ultrassom (MUS) .........ooeeciiiiieciiiie e 56

4.6  Validagao do procedimento de microextragdo assistida por ultrassom........ 57



4.6.1 [T Y=F T o = Lo [T 57

4.6.2 Limite de Detecgdo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)......cccceereveeercreeriiereiieeccieeeenen, 58
4.6.3 Veracidade € PrECiSA0 ....iiiiuiiiiiiiiiee ittt ettt ettt e e st e e s sbae e e s sbeeeessbteeeesbeeeaenans 58
4.6.4 Y11 AV e o [PPSR 59

4.7  Fator de Translocagdo e Bioacumulacdo de CAdMIO...........ccceeeeeeeiiiiiinnnne. 59
4.8 Preparo das amostras para identificacédo de GSH e PCs por PS-MS........... 59
4.9  Andlise metaboldmica por DESI-MSI ... 61
4.10 TratamentO dOS DAUOS.......ccoeiiieiiiiiiiie et e e e e eraen s 61
4.11 Gerenciamento doS ReSIAUOS........cccoeeeieeiii e, 62
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ot 64
5.1 TesteS de tOXICIHAAE ......uuuuuiiie e e e e e e eennes 64
5.2  Fator de Translocacdo de Cd N0 MAaNJEriCa0 ..........ceeeveeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeennns 66
5.3  Microextracao assistida por Ultrassom (MUS) ........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 68
5.4  Validac8o da MUS............ouiiiii e e e e e aaaaes 72
54.1 (R T=F: [ Te oo [ SRS 72
5.4.2 Veracidade € PreCiSA0 ....cuuiiicieeiiieeiieecieeesieeeiee e stte e ssteeesaeeste e s beeesbeesbaeesatessssneensseenns 73
5.4.3 YY1 4 AVi e Lo [ RS 75
544 MW VEISUS IMIUS ...ttt et e e e e et e e e e e e e e nneeeeeas 76

5.4  Analise ionébmica de 6rgdos de manjericao ap0s exposi¢do ao Cd ............. 77
5.5 Identificacdo de GSH, PCs, derivados e complexos de Cd por PS-MS........ 88
5.6 Identificacdo de diferentes metabdlitos por DESI-MSI empregando imprint da
folha de manjerico em placa de TLC.........ccoiiiii i 96
5.7  Analise direta de folhas de manjericdo por DESI-MSI............ccccoeeeiieiinnnnn, 106
5.8  Analise metaboldmica em imprint de folhas e raizes de manjericdo
contaminadas com 25 UM de Cd" .........oooiiiiiiiii e 109
B CONCLUSAO......ociiiiiiieietete ettt ettt 123
7 REFERENCIAS ..ottt et 125
APENDICE 1 - Calculo e dados da % RT.....ccccoeirieeiieiieieiesee e 135
APENDICE 2 - Planejamento experimental do procedimento MUS .................. 136
APENDICE 3 - Validac&o do procedimento MUS ............cccoeceeureeeeeceieceee e, 139
APENDICE 4 - Espectros de fragmentacdo das PCs, seus derivados e
Complexos de Cd obtidos por PS(+)-MS......coooi, 141

APENDICE 5 - Resultados das analises por DESI-MSI .......ccccoeevivecrieeciecenne 146



1. INTRODUCAO

Os vegetais sdo uma das principais fontes de nutrientes e contaminantes
inorganicos, pois as plantas absorvem estes elementos do ambiente de cultivo e os
concentram em seus diferentes tecidos. Assim, os distintos processos de assimilacéo
dos contaminantes inorganicos pelos vegetais tém despertado o interesse da
comunidade cientifica, pois a absor¢cdo de elementos tdxicos pode comprometer o
metabolismo da planta e a cadeia alimentar, trazendo riscos bioldgicos, ambientais e
a saude humana.

O cadmio (Cd) € um elemento potencialmente téxico e se acumula nos
organismos vivos e ecossistemas. Segundo a Environmental Protection Agency
(EPA), Cd € o terceiro contaminante de maior risco ao meio ambiente (apds o Hg e
Pb) (ISMAEL et al., 2019). Este elemento pode ser absorvido pelas plantas e, uma
vez acumulado nos seus tecidos, interfere diretamente na absor¢cdo de outros
elementos e na sintese e dinAmica de metabolitos (GARCIA-SEVILLANO; GARCIA-
BARRERA; GOMEZ-ARIZA, 2015; LOPES JUNIOR; MAZZAFERA; ARRUDA, 2014;
REMELLI et al, 2016), causando perturbacdo nas vias metabdlicas e
consequentemente estresse vegetal.

Contudo, a quantificacdo de elementos em matrizes biolégicas demanda
consideravel habilidade laboratorial, pois a etapa de pré-tratamento é a mais critica e
susceptivel a erros sistematicos (KRUG; ROCHA, 2016). O preparo de amostra ideal
deve apresentar como principais caracteristicas a simplicidade, menor tempo de
procedimento, frequéncia analitica, baixo consumo de reagentes, auséncia de fontes
de contaminacdo, seletividade, minima geracdo de residuos, seguranca na
manipulagéo e ser passivel de aplicagdo a amostras de complexidades distintas.

Para a andlise inorganica, o uso das micro-ondas no preparo de amostras é o
mais amplamente relatado na literatura, enquanto procedimentos com emprego de
ultrassom vém se expandindo de forma significativa em laboratérios analiticos devido
a sua simplicidade, tempo de preparo e frequéncia analitica. Logo, a radiacdo
ultrassonica é aplicada em procedimentos de forma eficiente, com reduzido custo e
como pré-tratamento de amostras para analise de diversos elementos.

Procedimentos eficientes de preparo de amostras para determinacdes

multielementares permitem compreender importantes fatores de fixacdo e
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translocacdo do Cd na planta, tracando um perfil iondbmico do vegetal. Em
consonancia com estas informacdes, estudos apontam que o Cd também interfere no
metabolismo das plantas com diferentes respostas dos metabdlitos primarios e
secundarios (GARCIA-SEVILLANO; GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA, 2015;
VILLIERS et al., 2011), sendo as fitoquelatinas (PCs) os principais biomarcadores do
estresse.

As PCs sdo peptideos sintetizados pelas plantas, algas e fungos, como
resposta de defesa a estresse causado, principalmente, por metais toxicos. O Cd é o
metal mais efetivo na inducdo de PCs (ZENK, 1996) e se acumula preferencialmente
nas raizes como resposta de defesa para diminuir a translocacdo do metal livre para
a parte aérea da planta. Neste caso, sdo formados complexos com peptideos que
diminuem a toxicidade do metal nas espécies vegetais.

Quanto a deteccdo de PCs e metabdlitos em tecidos vegetais expostos a
metais toxicos, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas € a
técnica mais utilizada, uma vez que a analise sequencial permite maior sensibilidade,
alta seletividade, precisao e exatiddo. O emprego destas técnicas no monitoramento
ambiental é provavelmente uma das melhores abordagens para analise metabolémica

nAa

de vegetais, essencial dentro das ciéncias "6micas" na compreensao da dinamica
metabdlica, biossintese e transporte de metabdlitos em plantas expostas a metais
toxicos.

Diante destes aspectos, este estudo apresenta o desenvolvimento de um
procedimento miniaturizado de preparo de amostras de elevada frequéncia analitica,
simples e de baixo custo, empregando um sonorreator tipo cup horn para avaliacédo
ionbmica em amostras de folha, caule e raiz de manjericdo exposto ao Cd. Para o
estudo metabolémico nesta espécie vegetal, serdo apresentados os procedimentos
desenvolvidos para identificacdo de PCs e diversos metabdlitos por Espectrometria
de Massas com ionizacdo por Paper Spray (PS-MS) e Imageamento por Dessor¢ao
induzida por ionizacéo eletrospray acoplada a Espectrometria de massas (DESI-MSI),

respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver procedimentos analiticos empregando técnicas de espectrometria
de massas para avaliagdo de constituintes inorganicos e organicos no manjericao
(Ocimum basilicum L. grecco a palla) apdés exposicdo ao Cd" durante cultivo

hidropbnico.

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar o indice de tolerancia que inibe 50 % do crescimento da raiz de
manjericdo quando exposto ao Cd";

2. Desenvolver de forma multivariada um procedimento analitico para
determinacao de Al, Ba, Be, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Sr e Zn por ICP-MS nas
diferentes matrizes vegetais (folha, caule e raiz) empregando um procedimento de
microextracdo assistida por ultrassom (MUS) em sonorreator tipo cup horn;

3. Correlacionar a translocacdo de Cd" com outros elementos no manjericao
exposto a diferentes concentracfes durante cultivo;

4. Desenvolver de forma univariada um procedimento de extracdo de PCs, seus
derivados e complexos de Cd em raizes de manjericéo por PS-MS;

5. Avaliar a influéncia do tempo de exposi¢do ao Cd" na formacgéo da GSH, PCs
e complexos de Cd em raizes de manjericdo por PS-MS;

6. Identificar os possiveis biomarcadores de Cd em folhas e raizes de manjericao
por DESI-MSI, correlacionando-os com a concentracdo empregada no cultivo;

7. Identificar por DESI-MSI e correlacionar o0s possiveis metabolitos
biomarcadores das folhas e raiz do manjericdo apés a exposicdo ao Cd";

8. Avaliar a metabolémica untarget de manjericio com e sem exposicéo ao Cd" a

fim de evidenciar por imageamento quimico os efeitos causados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serdo apresentadas consideracdes sobre o Cd, a espécie vegetal
Ocimum basilicum L, bem como uma abordagem geral da ion6mica e metabdmica
vegetal versus Cd. Posteriormente, uma breve exposicdo dos procedimentos de pré-
tratamento aplicados as amostras de interesse e 0s principios basicos das técnicas
empregadas neste estudo (FAAS, ICP-MS, PS-MS e DESI-MSI).

3.1 O Cadmio

O Cd foi descoberto pelo quimico aleméo Friedrich Strohmeyer em 1817, a
partir do aquecimento da calamina (Zn2COs), que dava origem a um material
desconhecido amarelo, posteriormente denominado sulfeto de cadmio (REMELLI et
al., 2016). A etimologia da palavra cadmio é controversa, pois pode ser oriunda do
latim cadmia ou do grego Kadmeia ja que ambas tém o mesmo significado - calamina
(termo usado para designar o minério rico em carbonato de zinco) (AZEVEDO, F. A.;
CHASIN, 2003).

O Cd é o terceiro contaminante de maior risco ambiental (ISMAEL et al., 2019)
e possui densidade, nimero atbmico e massa igual a 8.6 g cm™, 48 e 112,411,
respectivamente. O raio idbnico de Cd" é 0.97 A, o qual se assemelha ao Ca?* e Na*
com 0.99 A e 1.02 A, respectivamente. Isto explica, por exemplo, a substituicio destes
fons pelo Cd" em sua forma mineral, especialmente de ions Ca?* presentes nos 0Ss0s
(REMELLI et al., 2016).

Na natureza, o Cd pode ser encontrado na forma de sulfeto formando a
greenockita. As principais aplicacdes do Cd sdo no revestimento do acgo e ferro, como
estabilizador para cloreto de polivinila (PVC), pigmentos para plastico e vidro, baterias
de Ni-Cd e ligas (AZEVEDO, F. A.; CHASIN, 2003). Logo, pode ser exposto ao meio
ambiente por atividades antropogénicas, tais como mineracéo, fundicdo, queima de
combustiveis, efluentes industriais e fertilizantes (CLEMENS, 2006; HAYAT et al.,
2019). Devido a sua solubilidade e mobilidade em solo, € um contaminante inorganico
potencial para efeitos catastroficos ao meio ambiente (PARIDA; PANDA; RANGANI,
2018).
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O Cd ([Kr]4d°5s?) comumente possui nimero de oxidacdo igual a +2,
conferindo ao ion caracteristicas de alta polarizabilidade, acido macio e alta afinidade
por grupo doador de elétrons. O Cd'" e seus complexos com ligantes macios tem
predominantemente carater covalente, formando os mais estaveis complexos com 0s
atomos S>>N>O, cujos numeros de coordenacao variam de 2 a 8, frequentemente
com geometrias tetraédricas e octaédricas (ANDERSEN, 1983). Geralmente, a
estabilidade dos complexos de Cd' aumenta com o numero de coordenacéo,
formando com os grupos SH complexos muito estaveis (ANDERSEN, 1983; REMELLI
et al., 2016). Por isso, a toxicidade de Cd em organismos vivos é determinada pelas
reacdes de complexacdo do Cd" com ligantes biolégicos.

A estereoquimica dos complexos de Cd' com aminoacidos e peptideos é
fundamental para a compreensédo dos efeitos bioldégicos do elemento, uma vez que
em solo contaminado, o Cd absorvido interfere no metabolismo das plantas. Algumas
plantas podem tolerar uma pequena concentracdo de Cd, enquanto outras
apresentam mudangas em seu fendtipo, como diminuicdo de massa, raizes e
comprimento (HAYAT et al., 2019), clorose nas folhas, escurecimento das raizes e
também aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) (CLEMENS, 2006). Quando
bioacumulado em partes comestiveis, aumenta o risco de toxicidade crénica, sendo
carcinogénico e passivel de afetar os 0sso0s, rins e sistemas respiratorio e reprodutivo
dos seres humanos (HAYAT et al., 2019).

3.2 A Espécie vegetal Ocimum basilicum L.

O manijericédo (Ocimum basilicum L.) ou basil, pertencente a familia Lamiaceae,
€ uma planta perene, cujas sementes possuem alta taxa de germinacdo (ALAMO-
NOLE; SU, 2017). E uma espécie nativa da Asia, mas cultivada em muitos paises
tropicais e subtropicais. Logo, apresenta grande diversidade genética (50 a 150
espécies) baseada nas caracteristicas morfolégicas como crescimento, composicao
aromatica, cor, tamanho e forma das folhas e flor (MAKRI; KINTZIOS, 2008).

O manjericdo possui efeitos medicinais como vermifugo, descongestionante e
antibacteriano. Desta espécie sdo extraidos 0leos essenciais caracteristicos do aroma

da planta, os quais sdo utilizados na industria de alimentos e de cosméticos
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(HILTUNEN; HOLM, 2006). Devido ao seu aroma, Ocimum basilicum L. € conhecido
como “king of the herbs” (rei das ervas) (MAKRI; KINTZIOS, 2008). No Brasil, a
variedade grecco a palla é considerada de pequeno porte e uma das mais populares
na culinaria brasileira. Além disso, é de facil cultivo em hidroponia, acessivel em varios
mercados locais e suas sementes germinam sem necessidade de superacdo da
dorméncia.

Como outras espécies vegetais, 0 manjericdo também é capaz de acumular Cd
em seus tecidos. Alamo-Nole e Su (2017) avaliaram a translocacdo do Cd'" e
nanoparticulas (Cd-QDs). As plantas foram germinadas e cultivadas em solo
contaminado com 25 mg kg e 50 mg kg de Cd e coletadas apdés 3 semanas e 6
semanas. Os resultados indicaram que o Cd é armazenado principalmente nas raizes
e que Cd-QDs transloca mais facilmente do que o Cd i6nico. As maiores translocacoes
de Cd-QDs foram observadas nas primeiras trés semanas para a concentracdo de
25 mg kg? e a estabilidade das nanoparticulas em agua pode justificar a sua alta
translocacgéo.

Gharebaghi, Alborzi Haghighi e Arouiee (2017) avaliaram a resposta de
Ocimum basilicum L. e Ocimum basilicum var. Purpurescens ao tratamento com Cd
(0, 5, 10, 20 mg LY). Os resultados mostraram inibicdo da germinagéo das sementes
pelo Cd quando comparada ao controle e uma diminuicdo do numero, tamanho,
massa das folhas e comprimento das raizes. Além disso, o Cd foi mais téxico para a
Ocimum basilicum var. Purpurescens do que para a Ocimum basilicum L.

Um estudo recente de Zahedifar e colaboradores (2018) mostrou que Ocimum
basilicum L. cultivado em solo suplementado com 40 mg kg de Cd e a adigcdo de KClI,
K2S04 e K-nano-quelato aumentou a concentracao de Cd na parte aérea em 86, 82 e
76%, respectivamente, comparado com o controle. Além disso, o Cd reduziu a
concentracéo de Zn, Cu e Mn na parte aérea, mas aumentou a concentracdo de Fe.

Contudo, nao foram encontrados na literatura estudos que avaliam os efeitos
da absorcéo, fixacéo e translocacdo de Cd nos tecidos vegetais do cultivar grecco a
palla. Como o estresse abiotico causado pelo metal toxico refletird no ionoma e
metaboloma da espécie vegetal, estes estudos podem ajudar a elucidar os efeitos da
dinamica do Cd'" na espécie Ocimum basilicum L.

Avancos recentes das ciéncias Omicas (ionbmica, metabolémica,

transcriptdbmica, protedmica, etc.) ajudaram na caracterizacado de metabdlitos, fatores
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de transcricdo e proteinas induziveis ao estresse abidtico, que por sua vez séo
utilizadas para a geracao de culturas tolerantes a exposi¢cao por metais toxicos (DU et
al., 2020; SINGH et al.,, 2016; WATANABE et al., 2016). A compreensdo dos
mecanismos de toleréncia ao Cd envolvendo a iondmica e metaboldmica de plantas
€ importante por seu carater interdisciplinar, contribuindo para estudos em diferentes

areas, como agronomia, biologia, quimica e bioquimica.

3.3 londmica vegetal versus Cd

A iondmica originou-se da fuséo de ideias tanto do metabolismo quanto da
nutricdo mineral vegetal e foi proposta por Pauling e Robinson no inicio da década de
70 (SALT; BAXTER; LAHNER, 2008). O ionoma de uma planta relaciona-se ao maior
ndamero possivel de elementos determinados em uma célula, tecido ou organismo
(BAXTER, 2009), cujas interagBes variam de acordo com a espécie vegetal, o
gendtipo, variedade, 6rgdo e ambiente em que sado cultivados (BAXTER, 2009;
WATANABE et al., 2016). Assim, a ion6mica vegetal € uma ferramenta poderosa para
estudar a dindmica mineral de vegetais expostos a metal toxico.

A presencga de Cd em plantas induz o estresse oxidativo com consequéncias
negativas ao desenvolvimento, como inibicdo no desenvolvimento de tecidos,
necrose, clorose foliar e reducédo na sintese de clorofila, alteracdes das atividades
fotossintéticas e no metabolismo de proteinas (CLEMENS, 2006; HAYAT; NAUMAN;
NAZIR, 2019).

A presenca de Cd nas plantas também compromete a absorcéo, o transporte e
o0 metabolismo de nutrientes (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001), causando
deficiéncia de elementos essenciais denominada "deficiéncia induzida" (ISMAEL et
al., 2019). Pesquisas recentes mostram respostas iondémicas de diferentes orgaos de
espécies vegetais sob efeitos do Cd (FENG et al., 2017; LOPES JUNIOR;
MAZZAFERA; ARRUDA, 2014). A absorcéo, sequestro e translocagéo de Cd envolve
varios canais e transportadores de metais em plantas, os quais sao influenciados pela
suplementacdo de Cd, espécie vegetal e nivel de nutrientes (ISMAEL et al., 2019).

Elementos com propriedades quimicas similares podem usar 0S mesmos
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transportadores ou canais e também serem transportados pela mesma proteina,
resultando em complexas interacdes entre si (CLEMENS, 2006).

A absorcdo de Cd do solo pelas plantas ocorre principalmente via canais de
Ca?* e transportadores ZIP (ZRT, Zn-regulated transporter, e IRT, iron-regulated
transporter) (CLEMENS, 2006). A familia de transportadores ZIP € nomeada por sua
semelhanca de sequéncia para ZRT1 (Zn-regulated transporter 1) e IRT1 (iron-
regulated transporter 1) de Arabidopsis thaliana (At) (ISMAEL et al., 2019). Outras vias
de absorcéo séo os transportadores ATPases (adenosinatrifosfatases), ABC (ATP-
binding cassette), YSL (Yellow Stripe-Like) que transportam os complexos de Cd, CAX
(Cation exchangers antiporter), LCT (lysosomal cystine transporter), NRAMP (Natural
Resistance-Associated Macrophage Protein, MTP (Metal tolerance proteins) e HMA
(Heavy metal ATPases) (ISMAEL et al., 2019; SINGH et al., 2016).

O transportador IRT1 esta relacionado ao transporte de outros cations
bivalentes tais como Mn?*, Zn?*, Cu?*, Ni?*, Co?** e Cd", podendo induzir uma
competicdo entre o Cd e os outros elementos durante a absorcdo pela planta.
Contudo, os mecanismos de absorcado e translocacdo de Cd em plantas ainda néo
estdo bem esclarecidos (SONG; JIN; WANG, 2017), como mostra a Figura 1. Dessa
forma, estas interacdes podem indicar a presenca de transportadores comuns ou
gerar informacdes sobre a assimilacdo de Cd pelos vegetais.

Além disso, a Figura 1 também apresenta a glutationa (GSH) como precursora
da formacao das fitoquelatinas (PCs) e complexos de Cd (GSH-Cd e PC-Cd). Estes
peptideos sdo formados como mecanismo de defesa das plantas expostas a metais
toxicos, inclusive o Cd, mas seus mecanismos de translocacdo e fixacdo nos
diferentes tecidos vegetais ndo estdo bem esclarecidos.

Geralmente, o Cd se transloca para a parte aérea da planta, mas acumula-se
preferencialmente nas raizes. Quando a concentragéo de Cd é superior a 0,1 pug g*
(KRAMER, 2010) na parte aérea, a espécie vegetal é considerada hiperacumuladora.
Contudo, o estudo do perfil ionébmico € limitado para poucas espécies e esta lacuna é
um estimulo para a comunidade cientifica, pois espécies vegetais e familias diferentes

provavelmente tém distintos mecanismos de absorgéo de elementos (BAXTER, 2009).
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3.4 Metabolémica Vegetal versus Cd

Metabolitos sdo produtos de processos bioldgicos catalisados por enzimas
(LEE et al., 2012) e sdo uma rica fonte de informacao que reflete o estado fisioldgico
de um organismo (SALT; BAXTER; LAHNER, 2008). A identificagcdo e/ou
quantificacdo de metabdlitos de baixa massa (< 2000 Da) (PARIDA; PANDA;
RANGANI, 2018) compreende uma das areas das ciéncias 6micas, denominada
metabolomica.

A metaboldmica pode elucidar diversos processos bioquimicos que interferem
no desenvolvimento vegetal, incluindo a exposicdo a contaminantes inorganicos. A
exposicao a metal toéxico induz respostas de defesa, tais como imobilizacao na parede
celular, exclusdo na membrana plasmatica, quelacao, compartimentacdo em vacuolos
e sintese de peptideos em resposta ao estresse oxidativo (VERBRUGGEN;
HERMANS; SCHAT, 2009a). Estes mecanismos refletem no metaboloma e
consequentemente em biomarcadores para 0s metais toxicos, inclusive o Cd
(GARCIA-SEVILLANO; GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA, 2015; MOU et al.,
2016). A seguir serdo apresentadas algumas classes de metabdlitos comuns em

plantas.

3.4.1 Aminoacidos e peptideos

Aminoacidos sdo compostos organicos que apresentam em sua estrutura 0s
grupos funcionais acido carboxilico e amina. Estes compostos estdo envolvidos na
sintese de proteinas (KUMAR et al., 2019) e sédo fundamentais para o
desenvolvimento das plantas, precursores para muitos metabdlitos com diferentes
respostas para o estresse biotico (herbivoros e patdgenos) e abidtico (radiacdo UV,
temperatura, metais toxicos, etc) (HILDEBRANDT et al., 2015) em diversas vias
metabolicas. Como exemplo, o acido glutamico e ornitina, que séo precursores da
biossintese de prolina (Pro) que por sua vez age como osmdlito (estabiliza
macromolécluas intracelulares para equilibrar o estresse ambiental) e estabilizador de
ROS (PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018). A Pro também funciona como um
antioxidante, protegendo as plantas de danos oxidativos induzidos por ROS sob

condicdes de agua limitada (ASHRAF et al., 2018).
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O metabolismo da Pro em plantas € diferente de outros aminoéacidos, pois entre
0s aminoacidos proteogénicos, apenas ela contém a-amino grupo como amina
secundéria (ASHRAF et al., 2018). Contudo, as concentra¢gfes celulares de outros
aminoacidos como arginina (Arg), leucina (Leu), valina (Val), serina (Ser) e glicina
(Gly) também sdo aumentadas em resposta ao estresse causado por metais toxicos.
A Gly estd envolvida na sintese de peptideos como glutationa (GSH) e,
consequentemente, PCs e a Arg na biossintese de poliaminas e ornitina (PARIDA,
PANDA; RANGANI, 2018).

Os peptideos sao definidos como pequenas proteinas compostas geralmente
por até 20 aminodacidos e presentes em concentracdes fisiolégicas muito baixas
(nanomolar). Pequenos peptideos ricos em Cys (< 160 amino&cidos) sdo mais raros
nos organismos vivos (MURPHY; SMITH; DE SMETA, 2012).

Os peptideos atuam como mensageiros moleculares devido ao seu
envolvimento em processos-chave de desenvolvimento, tais como manutencdo de
meristemas, abscisdo de 6rgaos, alongamento celular, proliferacédo e diferenciacéo
celular, gravitropismo e defesa contra agressores biéticos (GHORBANI, 2014) e
abibticos. Neste contexto, a GSH é um dos peptideos tidlicos mais importantes
produzidos pelas plantas expostas a metais toxicos, pois € precursora para a sintese
de PCs.

3.4.2 Glutationa (GSH) e Fitoquelatinas (PCs)

A glutationa (GSH) é um tripeptideo abundante em plantas, cuja cadeia é
formada por &cido glutamico, cisteina e glicina ((y-Glu-Cys)Gly). E fundamental na
tolerancia ao estresse biotico e abidtico, bem como na regulacdo do crescimento e do
potencial redox do sistema, desenvolvimento e de mudltiplas fungcdes metabdlicas
(HASANUZZAMAN et al., 2017; HOSSAIN et al., 2017). A sintese da GSH é catalisada
pela y-glutamilcisteina sintase (YECS) e plantas com baixos niveis de GSH séo
hipersensiveis ao Cd (HOSSAIN et al., 2017). GSH oxidada por diferentes espécies
reativas de oxigénio forma a glutationa dissulfeto (GSSG), ou seja, duas moléculas de
GSH via ligacao dissulfeto (HOSSAIN et al., 2017).

Homodlogos de GSH (hGSH) requerem enzimas especificas como glutationa
sintase (GSHS) ou homoglutationa sintase (hGSHS). Neste caso, a Gly é substituida
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por B-Ala (y-Glu-Cys-B-Ala), mas com funcdes similares a GSH (HASANUZZAMAN et
al., 2017). Estudos mostram que a hGSH coexiste com a GSH em leguminosas,
principalmente nas raizes (COLVILLE et al., 2015).

A GSH é a primeira linha de defesa contra o Cd em muitos tipos de célula,
atuando como agente quelante (HASANUZZAMAN et al., 2017) e substrato na sintese
de PCs (Figura 2). Em plantas, as PCs séo parte da acao defensiva ndo somente a
metais, mas também a diferentes tipos de estresse como calor, salinidade, radiacao
UV-B e herbicidas (ZAGORCHEYV et al., 2013).

As PCs séo sintetizadas pela enzima fitoquelatina sintase (PCS) a partir da
GSH, cuja estrutura tipica [(y-Glu-Cys)n-Gly)] apresenta n < 6 em plantas (CAO et al.,
2015). Entretanto, diferentes espécies de plantas sintetizam peptideos anélogos de
PCs, cujas estruturas distinguem na ligagdo com o C-terminal [(y-Glu-Cys)nX), onde X
pode ser os aminoéacidos Ser, B-Ala, GIn ou Glu] (POLEC-PAWLAK et al., 2005).
Recentemente, foi feita uma classificagcdo de 22 compostos em 9 familias de PCs
identificadas em folhas, caule e raiz de arroz exposto ao Cd (MOU et al., 2016). Os
resultados apontaram que o0s niveis de GSH em raizes e caule diminuiram com
aumento da concentracédo de Cd, indicando que este composto foi usado na sintese
de PCs como protecao contra o Cd.

Biotidis como GSH e PCs sao considerados potenciais biomarcadores da
toxicidade de Cd em plantas (MOU et al., 2016). Eles podem formar complexos
estaveis (Cd-GSH ou Cd-PCn), cuja ligacdo ocorre via grupos SH da cisteina e a
forma Cd-PC € cerca de 1000 vezes menos toxica do que o ion livre (KNEER; ZENK,
1992).

Os complexos de Cd podem ter baixa e alta massa molecular (LMW, low
molecular weight e HMW, high molecular weight). Quando o Cd é transportado do
citosol para os vacuolos da célula, ele é compartimentado e sdo formados os
complexos HMW (Figura 2). Interessante ressaltar que os tecidos jovens e maduros
(folhas, peciolos e caules) contém maior concentracdo de enxofre do que as folhas
senescentes, indicando habilidades das plantas em sintetizar ligantes fortes em folhas
jovens, promovendo 0 sequestro nos vacuolos e tornando o principal mecanismo de
desintoxicacao (AHMAD et al., 2019).

O papel das PCs e GSH na desintoxicacao de Cd &€ amplamente reportado na

literatura, porém estes compostos ndo sédo o0s unicos relacionados a tolerancia das
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plantas, pois a Cys e outros compostos de baixa massa molecular também podem

estar envolvidos neste processo.
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Figura 2 — Principais etapas envolvidas na absor¢do de cadmio (Cd") e sua
desintoxicacao por fitoquelatinas (PCs) em células vegetais. Adaptado de Ahmad et
al. (2019)

3.4.3 Flavonoides

Os flavonoides sédo metabolitos secundarios com variaveis estruturas fenadlicas
que sao sintetizados em todas as partes das plantas. Apresentam atividades
biolégicas na protecdo contra estresse bidtico e abidtico, como antioxidantes e
inibidores de enzimas (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

A partir da estrutura basica de dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um

pirano (C), os flavonoides formam diferentes estruturas e s&o classificados em
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flavonas, isoflavonoides, flavanonas, flavondis ou catequinas, antocianinas, e
chalconas, conforme mostrado na Figura 3. Todos as classes sdo encontradas em
plantas e para o género Ocimum, flavonas e flavondis sdo as mais comuns
(HILTUNEN; HOLM, 2006). Flavonoides também podem ser encontrados como
agliconas e glicosideos (FREITAS et al., 2019).

As antocianinas séo responsaveis pela pigmentacao de folhas, flores e frutos e
os isoflavonoides tém distribuig&o limitada nos vegetais e sdo essenciais no combate
as doencas em seres humanos (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). Os
neoflavonoides sdo uma classe de compostos polifendlicos enquanto as chalconas
sdo flavonoides de cadeia aberta, com beneficios nutricionais, antioxidantes e
antibacterianas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Os flavonoides tem propriedades gquelantes com metais e papel fundamental
na tolerancia de vegetais ao Cd (LI et al., 2015). Como o Cd induz a formacéo de
ROS, os flavonoides podem atuar como mecanismo de defesa das plantas, uma vez
qgue o grupo hidroxila tem elevada capacidade de estabilizacdo das ROS (PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016).

As flavonas e catequinas séo os flavonoides fundamentais na protecao as ROS
(MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016), ao
extinguir diretamente os radicais através da transferéncia de um préton do anel A e/ou
B e gerando radicais flavonoides menos ativos (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014).
Além disso, os flavonoides podem modular a resposta da planta ao estresse pelo
controle do transporte de um dos mais importantes fitohormonios, a auxina
(MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014).
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3.4.4 Fitohormonios

Fitohormbnios sdo mensageiros quimicos naturais fundamentais para o
desenvolvimento vegetal e sinalizadores de condigcbes ambientais, incluindo estresse
causado por metais toxicos (BALI et al., 2018; SIDDIQUI; SAMI; HAYAT, 2020). As
estruturas dos hormdnios vegetais sao diversas sendo os princiapis relatados como as
adeninas (citocininas - CKs), terpenoides (giberelinas e acido abscisico - ABA),
brassinosterdides (BRs), lipidios (jasmonatos - JAs), auxinas (Aux) e etileno.

Em geral, os hormdnios vegetais estimulam o desenvolvimento e crescimento de
plantas e tém funcdes especificas. As citocininas, por exemplo, promovem a divisdo
celular e inibe a absorcdo de metais e a degradacdo do carotendide induzida pelo
estresse dos metais téxicos (PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018). Junto com a
citocinina, a auxina (especialmente o 4cido indoleacético, IAA) e a giberelina tém efeitos
estimulantes sobre o conteddo de carotendides das plantas (PARIDA; PANDA,;
RANGANI, 2018).

Auxinas sdo muito importantes no desenvolvimento da raiz, transicdo mitotica e
transcricdo de genes (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014). Enquanto as giberilinas
tem importante funcdo na germinacdo de sementes, elongacdo de folhas, caule e
sementes, desenvolvimento de frutos e iniciacao floral (BALI et al., 2018). Similarmente,
0s BRs séo esteroides de plantas que regulam a floracdo, senescéncia, germinacao e
tolerdncia ao estresse (AMIR et al., 2019; BALI et al., 2018). Estudos revelaram que
duas formas ativas de BRs, 24-epi-brassinosterdide e 28-homobrassinolide, tém um
papel importante nas plantas expostas a Cd (AMIR et al., 2019).

Como um dos principais horménios de imunidade (ZHAI et al., 2017), os
jamonatos (JA) séo ciclopentanonas que incluem o &cido jasmdénico (JA) e seus Varios
derivados, que sao sintetizados a partir do acido linoleico (ZHAI et al., 2017). Estes
fitohormonios estdo relacionados a eliminacdo de efeitos toxicos de metais pelo
estimulo a acumulagdo de flavonoides e enzimas antioxidantes em plantas (AMIR et
al., 2019; BALI et al., 2018) e efeitos inibidores sobre o conteldo de carotenoides
(PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018).

Com alguns jasmonatos, o etileno € um fitohormbnio gasoso e produzido pela
metionina (Met), sendo fundamental na germinagcdo de sementes, crescimento
vegetativo, abscisao de folhas, amadurecimento de frutas e senescéncia (AMIR et al.,
2019). Além disso, o papel principal do etileno em plantas sob estresse a Cd tem sido
muito reportado na literatura (AMIR et al., 2019).
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Além destes fitohormonios, o ABA tem significativo papel no desenvolvimento e
crescimento das plantas, controlando muitas respostas de estresse vegetal. Estudos
apontam que a aplicacado de ABA em cultivos de diferentes espécies vegetais minimiza
a translocacéo e efeitos do Cd pela reducdo da taxa de transpiracdo e estimulo a
formacao de mecanismos de defesa (AMIR et al., 2019).

De modo geral, os hormdnios desempenham papel importante no metabolismo
vegetal e na tolerancia ao estresse por Cd, atuando nos processos enzimaticos
antioxidantes, reducdo na absorcdo do metal téxico, no fendétipo e gendétipo, fomacao
de PCs, concentracdo de Pro e acucares soluveis, bem como no aparato fotossintético
dos vegetais (BALI et al., 2018).

3.4.5 Carboidratos

Assim como os fitohormdnios, os aclUcares sdo carboidratos que agem como
sensores e sdo produzidos pela fotossintese, regulando varios processos metabdlicos
em plantas (SIDDIQUI; SAMI; HAYAT, 2020). Acucares como a sacarose, glicose e
frutose tém funcdo essencial no metabolismo intermediario e respiratério e séo
substratos para a sintese de aminoacidos, acidos graxos e carboidratos complexos
como o0 amido e a celulose (SMEEKENS, 2000).

A habilidade das plantas em monitorar e responder aos niveis de aclUcares pode
estar relacionado ao mecanismo de controle as condi¢cdes ambientais (SHEEN; ZHOU,
JANG, 1999). Como exemplo, a glicose interage com varios fitohormonios e sua
concentracdo aumenta sob estresse abidtico (SIDDIQUI; SAMI; HAYAT, 2020).
Frutose, galactose, talose e glucoheptose aumentam em dois genétipos de gramineas
em resposta ao Cd, sugerindo que este metal reduz a utilizacdo de acucares (XIE et
al., 2014). Em Arabidopisis thaliana exposta ao Cd e com suplementacéo de glicose, é
observado inibicdo da toxicidade pela diminuicdo de clorose e significativa reducéo da

translocacao de Cd na planta (SHI et al., 2015).

3.4.6 Acidos organicos

Os acidos organicos apresentam grupo funcional acido carboxilico (—COOH) e
sdo fundamentais na producdo de energia celular (KUMAR et al.,, 2017). A

concentragdo em folhas pode variar com a espécie vegetal, grau de desenvolvimento
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e maturidade, pH e tipo de solo, dentre outras caracteristicas (KUMAR et al., 2017;
SIDHU; BALI; BHARDWAJ, 2019).

Baseado na dissociacdo e no numero de grupos carboxilicos, os &acidos
organicos podem formar complexos com cétions metdlicos, induzindo seu
deslocamento da solugdo e do solo. Portanto, estdo envolvidos na mobilizacdo e
absorcdo de nutrientes e na desintoxicacdo de metais toxicos nas plantas (SIDHU;
BALI; BHARDWAJ, 2019). Os acidos organicos podem formar complexos solluveis com
Cd, facilitando sua absorcéo pelas raizes das plantas e reduzindo o transporte do ion
livre através das membranas biologicas com regulacdo da translocacéo para a parte
aérea (SIDHU; BALI; BHARDWAJ, 2019).

Existem muitos outros compostos com fungbes metabdlicas essenciais em
plantas, tais como lipidios, fosfoglicerolipidios, terpenos, alcaloides etc. Esta
diversidade de compostos em vegetais motiva estudos metaboldmicos em plantas
expostas a metal toxico, uma vez que podem refletir a perturbacdo imposta contribuindo

na compreensao dos efeitos da exposicao.

3.5 Preparo de amostras

7z

O preparo de amostras € a etapa mais critica no desenvolvimento de um
procedimento. A escolha do modo de extracao ou digestdo depende da técnica a ser
utilizada, da complexidade de cada matriz, bem como das especificidades dos analitos.
Neste contexto, a energia proveniente de ondas eletromagnéticas (micro-ondas) e
mecanicas (ultrassom) pode ser preferencialmente empregada para produzir digeridos
adequados para a determinacdo de constituintes inorganicos por técnicas

espectrométricas.

3.5.1 Procedimentos de digestao assistidos por radiagcdo micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas localizadas entre a radiacdo do
infravermelho e a radiacdo das ondas de radio, cuja faixa de frequéncia do espectro
eletromagnético varia de 300 a 300.000 MHz (comprimentos de onda de 1 a 103 m).
Sao radiagdes nao ionizantes com energia inferior aquela necessaria para quebrar
ligacdes das moléculas comuns (KRUG; ROCHA, 2016). Segundo Krug (2016), as
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ondas eletromagnéticas geram campos elétricos positivos e negativos alternados,
provocando uma desordem no sistema (migracdo idnica) e agitacdo das moléculas
polares (rotacéao de dipolos).

Na migracao idnica, os ions dissolvidos pela agdo do campo elétrico oscilante da
radiacdo micro-ondas produzem um fluxo de corrente contrario ao fluxo de outras
espécies presentes na solucdo, gerando dissipacdo de energia e aumento na
temperatura do meio. Todos o0s ions presentes na solucdo promovem o aquecimento,
mas a contribuicdo de cada um depende da concentracdo e mobilidades dos ions no
meio reacional (KRUG; ROCHA, 2016; MORAES et al., 2016).

A radiacdo eletromagnética absorvida também promove o alinhamento das
moléculas polares (momento dipolar permanente ou induzido) em uma solucéo. Este
fenbmeno é conhecido como rotacdo de dipolos, cuja resisténcia ao movimento de
orientacdo em funcdo do campo elétrico aplicado causa a dissipacdo de energia na
forma de calor. Quando o campo é removido, as moléculas retornam ao estado inicial
nao alinhado, em um certo tempo (denominado tempo de relaxacdo dielétrica, t),
gerando energia térmica (MORAES et al., 2016).

O aquecimento reacional necessario para a digestdo da amostra também
depende de outros fatores como a constante dielétrica e profundidade de penetracéo
do material (¢”), viscosidade e a frequéncia. Com a modificacdo da frequéncia, observa-
se mudanca no valor da constante dielétrica e, portanto, na profundidade de penetracdo
e no fator de dissipacao de energia (MORAES et al., 2016).

Os frascos reacionais devem ser de material transparente as micro-ondas como,
por exemplo, quartzo, PFA (perfluoroalcoxi), ou PTFE quimicamente modificado
(TFM®). Adicionalmente, os frascos s&o introduzidos em um suporte externo com
recobrimento por Kevlar®, poliéter-éter-cetona (PEEK) ou ceramica, para resistir a
pressédo sem que ocorra deformacao do frasco de reacdo (MORAES et al., 2016).

A viscosidade aumenta a mobilidade molecular e consequentemente diminui a
dissipacdo de energia térmica, pois com o aumento da temperatura as interacoes
moleculares se tornam menos intensas reduzindo a resisténcia ao movimento.
Contudo, este fenbmeno ocorre somente na fase inicial (até a viscosidade ndo mais
afetar a mobilidade das moléculas) (MORAES et al., 2016).

Como forma de melhorar a eficiéncia da digestdo de amostras vegetais e a
acidez residual, pesquisas recentes tem empregado solu¢des de HNOzs diluidas e H202
(BARBOSA et al., 2015; TARANTINO et al., 2017). A decomposi¢ao do H202 gera o O2

gue contribui para a regeneragao do HNO3 nos frascos reacionais fechados durante a
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digestdo assistida por radiagdo micro-ondas, devido ao gradiente de temperatura, em
gue os gases permanecem a baixa temperatura e sofrem condensacdo (BARBOSA et
al., 2015).

De modo geral, os procedimentos de preparo de amostras assistidos por
radiagdo micro-ondas séo bem estabelecidos na literatura cientifica e se apresentam

como referéncia para comparacdo com novos metodos analiticos.

3.5.2 Extracéao Assistida por Ultrassom

A energia ultrass6nica, inaudivel ao ser humano, é formada por ondas
mecanicas com frequéncia maiores que 16 kHz, que se propagam em meios materiais
em ciclos consecutivos de compressao e expansao (KRUG; ROCHA, 2016). Durante
estes ciclos, a onda ultrassénica promove a formacao de cavidades para onde os gases
dissolvidos migram e geram bolhas de dimensdes micrométricas no meio liquido
irradiado. Este fenbmeno é chamado de cavitacdo e envolve as etapas de nucleacao,
crescimento e colapso das microbolhas (Figura 4). As bolhas formadas aumentam de
tamanho até tornarem-se instaveis para posterior colapso e, consequentemente,

extracdo do elemento(s) de interesse(s), como exemplo, o Cd.

Cavitacao

EnergiaUS

Figura 4 — Formacao das microbolhas e colapso para extragdo multielementar. Fonte:

Propria

O colapso das bolhas criado pela sonicagéo da solugcao resulta na geracéo de
“hot spots” (local de alto gradiente de temperatura e pressao). Este processo facilita a

solubilidade do analito, difusibilidade, penetrabilidade/transporte do solvente e
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fragmentacéo da particula (BENDICHO et al., 2012), resultando na extracdo elementar
de analitos de matrizes solidas.

Além das microbolhas, a sonodlise € capaz de produzir radicais hidroxila e
perdxido de hidrogénio a partir de solugbes aquosas, aumentando a energia oxidativa.
Estes radicais também aumentam a eficiéncia de extracdo em uma variedade de
amostras (CABALEIRO; DE LA CALLE, 2014).

Os processadores ultrassdnicos como 0s banhos e sonda sdo muito utilizados
no preparo de diferentes matrizes. Os primeiros apresentam regides de diferentes
intensidades de energia e por isso requer atencdo do analista quanto a
reprodutibilidade. Enquanto o sistema de sonda tem alta intensidade de energia US
guando comparado ao banho ultrassénico (> 100 vezes) (PRIEGO-CAPOTE; LUQUE
DE CASTRO, 2004), mas pode apresentar riscos de contaminagao da amostra.

O sonorreator € um dispositivo comercial cuja sonda € acoplada a um “copo”,
com circulacdo de agua, onde serdo alocados os frascos reacionais (Figura 5). Este
sistema apresenta as vantagens de reducdo do risco de contaminacdo, maior
transferéncia e distribuicdo de energia, frequéncia analitica e sem restricdo do uso de
reagentes (DE LA CALLE et al., 2009). Como o preparo de amostras € simultaneo, a
uniformidade de distribuicdo da energia, geometria e espessura dos frascos sao fatores
criticos na reprodutibilidade do método (KRUG; ROCHA, 2016).

Suporte para
8 microtubos

Figura 5 — Sonorreator cup horn Sonics VCX 505 (Newton, CT, USA)

40



A energia US tem sido aplicada no pré-tratamento de diferentes amostras,
incluindo tecidos de plantas (CABALLO-LOPEZ; LUQUE DE CASTRO, 2007;
FILGUEIRAS et al., 2000), fertilizantes organicos (TEIXEIRA et al.,, 2014) e outras
matrizes biologicas e ambientais (DE LA CALLE et al.,, 2009). Solu¢des de acidos
diluidos tem sido empregadas na maioria das aplicagbes, enquanto 0s protocolos
apresentam massas de 1 a 30 mg, volumes de 1 a 2 mL e reduzido tempo de sonicagao
(CABALEIRO; DE LA CALLE, 2014; LAVILLA et al.,, 2012). Assim, como solucéo
extratora, concentracdes entre 1 e 5% (v v'1) de acido nitrico, &cido cloridrico ou mistura
destes tem sido empregado no preparo de amostras (BENDICHO et al., 2012).

A energia US representa uma boa perspectiva para procedimentos
miniaturizados, com foco na reducao de massa de amostra, eliminacao (ou diminuicao
do consumo) de reagentes quimicos e desenvolvimento de procedimentos rapidos
(CABALEIRO; DE LA CALLE, 2014), com alta frequéncia analitica, refletindo
diretamente na performance das técnicas de deteccédo (PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE
CASTRO, 2004).

3.6 Técnicas analiticas empregadas para determinacdo de constituintes

inorganicos e metabdlitos em amostras vegetais

A escolha de técnicas analiticas est4 diretamente relacionada as informacdes
gue o analista deseja processar, sendo fundamental a avaliacédo preliminar do limite de
deteccdo das técnicas disponiveis, precisdo, exatidao, faixa de concentracdo dos
analitos, possiveis interferéncias e o adequado preparo de amostra.

A espectrometria de absor¢édo atbmica por chama (FAAS) é seletiva (SKOOG,
D. A.; HOLLER, F. J.; CROUCH, 2009), mas em estudos iondmicos tem aplicacdo
limitada, demandando maior quantidade de amostra e longo tempo de andlise para
obtencdo de dados necessarios. Neste caso, é pertinente 0 emprego de técnicas
multielementares, tais como espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) para compreender a dinamica, correlacdo e
transporte dos diferentes constituintes inorganicos na planta.

Por sua vez, a metabolémica vegetal utiliza a espectrometria de massas como a

técnica central para detec¢cdo de uma variedade de classes de metabdlitos em
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diferentes 6rgdos de plantas, sendo a técnica de ionizacdo a pressao atmosférica ESI

(do inglés electrospray ionization) a mais amplamente empregada.

3.6.1 Técnicas espectrométricas na quantificacdo de constituintes

inorganicos

A espectrometria atdbmica é fundamental nos estudos dos elementos essenciais
e ndo essenciais nas fun¢des bioquimicas das plantas e/ou contaminantes inorganicos.
Para a determinacao destes constituintes elementares, € necessario avaliar o intervalo
de concentragcdo nas amostras de interesse, procedimento de preparo de amostra
adequado, limite de deteccdo e possiveis interferéncias das técnicas analiticas
disponiveis.

Como uma técnica simples e robusta, a absorcéo atbmica se baseia no principio
de gque todo atomo no estado gasoso e fundamental pode absorver certa quantidade
de radiacao especifica, definida por regras quéanticas, que promove seus elétrons ao
estado excitado. Assim, o equipamento de FAAS consiste em uma fonte de emisséo de
radiacdo, lampada de catodo oco (LCO) e sistemas de nebulizacdo-queima, 6tico e
eletrénico de deteccdo.

A quantidade de radiacdo absorvida estd relacionada diretamente com a
concentracao do analito na solugéo, obedecendo a lei de Lambert - Beer (SKOOG, D.
A.; HOLLER, F. J.; CROUCH, 2009). Para as determina¢cfes quantitativas é necessario
observar as limitacdes desta lei devido a desvios quimicos, que séo resultados de
alteracBes quimicas associadas a solugfes relativamente concentradas, e ou desvios
instrumentais que dependem do equipamento e da forma de medicéo.

Como toda técnica monoelementar, a FAAS pode ser empregada em diversas
analises de tecidos vegetais com finalidades especificas, pois apresenta as vantagens
de versatilidade, custo operacional moderado, facil operacdo e manutencéo, alta
seletividade e poucas interferéncias espectrais. Contudo, em estudos ionémicos é
desejavel uma técnica multielementar para explorar a dindmica do ionoma, ndo apenas
os elementos individuais isoladamente (BAXTER, 2009). Neste caso, a ICP-MS pode
ser a técnica empregada para analises de tecidos vegetais, pois possui alta
sensibilidade, seletividade, precisdo e exatiddo para avaliar desde elementos traco a

macronutrientes (Figura 6).
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A técnica de ICP (Inductively Coupled Plasma) se baseia na geragédo de ions
predominantemente positivos no plasma induzido em argénio que séo introduzidos no
espectrometro de massas. A interface entre a tocha do plasma e o espectrometro de
massas € uma parte critica do ICP-MS, em que o plasma atravessa o orificio do cone
de amostragem produzindo um jato de ions livres e o fluxo central deste atinge o cone
de separacéo passando, em seguida, para a regido da otica ibnica (GINE, 1999).

As trajetorias dos ions sao alteradas com acédo dos campos elétrico e magnético
no espectrometro de massas, com consequente separacdo em funcdo da razao
massa/carga do elemento de interesse. Durante a conducédo de particulas carregadas,
h& um sistema de véacuo, cuja funcdo é evitar colisio com outras particulas (GINE,
1999). A amostragem das espécies do plasma e o transporte até o espectrébmetro de

massas dependem da interface adequada.

Figura 6 — Esquema de analise multielementar de extratos vegetais por ICP-MS. Fonte:

Propria

As interferéncias em ICP-MS podem ser isobaricas (sobreposicao de sinais), por
ions poliatbmicos (espécies presentes no plasma interagem entre si formando um novo
ion), por espécies oxido e hidroxido e efeitos de matriz. Como exemplo, destaca-se a
sobreposicdo dos nucleotideos de '2Sn (1%), 1*4Sn (0,7%), 1Sn(14,5%) com 1*?Cd
(24,1%), 11%Cd (28,7%), 115Cd (7,5%) e a espécie “°Ar'Q interferente na determinacéo
de 56Fe (GINE, 1999). Em determinaces elementares, as interferéncias causadas

43



pelos efeitos de matriz, geralmente sdo corrigidos através de padronizacdo interna,
adicdo de padréo, diluicdo isotdpica utilizacdo de gas auxiliar e configuracdo dos
parametros instrumentais (SKOOG, D. A.; HOLLER, F. J.; CROUCH, 2009).

Du e colaboradores (2020) avaliaram respostas iondmicas do arroz exposto a
50, 100, 150, 200 e 250 mg L' de As'", AsV, monometilarsonico (MMA) e dimetilarsinico
(DMA) por 24 h. Neste trabalho, os autores observaram correlagdes positivas entre P e
Fe em raizes de arroz tratadas com qualquer uma das espécies de As, sugerindo que
P e Fe compartilham processos biolégicos similares. Andlise de agrupamento
hierarquico (HCA) e componentes principais (PCA) evidenciou diferenciagdo ionébmica
entre raizes e parte aérea e discriminou espécies diferentes de As. Este estudo também
revelou que os perfis iondmicos nas plantas de arroz sdo suficientes para detectar
respostas a distarbios ambientais.

Em um outro estudo de interagdes iondmicas, Watanabe e colaboradores (2016)
empregaram ICP-MS para determinacdo multielementar em folhas e frutos de 24
espécies vegetais cultivadas em grandes campos agricolas. Os resultados mostraram
qgque os elementos homologos compartiham o mesmo sistema de transporte e
correlacao significativa foi observada em algumas familias. A comparacéo dos ionomas
indicou que o Cd e o B acumularam preferencialmente na berinjela, provavelmente
devido ao seu transporte eficaz no floema. Além disso, os autores apontaram que
diferencas nas caracteristicas do acumulo mineral sdo susceptiveis em afetar os perfis
iondbmicos de diferentes familias, proporcionando novos conhecimentos sobre as
influéncias filogenéticas.

Com o objetivo de avaliar o transporte e distribuicdo de Cd e As em arroz, Feng
et al. (2017) determinaram 16 elementos por ICP-MS em 14 partes diferentes de 21
genotipos de arroz. Os resultados mostraram que a concentracdo de Cd/As na raiz e
nos noés foi significativamente mais alto quando comparado as outras partes. O no |
(préoximo ao éapice) apresentou o maior teor de Cd, levando a um aumento nas
expressdes génicas envolvidas na desintoxicacdo de Cd. A distribuicdo e transporte de
Cu/Zn/Co para varias partes foi semelhante a do Cd, e a distribuicdo e transporte de
Fe/Sb para varias partes foi semelhante a de As. Cu/Zn/Co/Mg mostrou correlagdo com
Cd em raiz e nds, assim como Fe com As. Além disso, segundo os autores, o perfil
ionbmico refletiu as relacdes entre as partes da planta e correlagbes entre os

elementos, sugerindo que 0s nos sdo centros de distribuicdo de elementos.

44



3.6.2 Espectrometria de Massas com lonizagcdo Ambiente

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray foi proposta por Fen
para identificacdo de polipeptideos e proteinas até 40KDa em 1989. Esta técnica
consiste na ionizacdo a pressao ambiente caracterizada pela formacao de ions mais
estaveis e minimizagédo de fragmentacdes (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Seus
principios revolucionaram o estudo de biomoléculas, uma vez que permitiram o
desenvolvimento de muitas outras técnicas de ionizagcdo ambiente classificadas
segundo as diferencas nos processos de dessorcdo/ionizacdo ou de
amostragem/ionizacao (HUANG et al., 2011).

O processo de transferéncia de solucéo para fase gasosa, via ESI, envolve trés
etapas principais: 1) producdo de particulas carregadas quando uma alta voltagem é
aplicada na extremidade do capilar onde a amostra € injetada; 1) evaporacéo continua
do solvente e desintegracdo da microgota carregada; lll) transferéncia de ions para a
fase gasosa (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). Similarmente a este processo de
geracdo dos ions, as técnicas de espectrometria de massas por ionizacdo ambiente
tipo Paper Spray (PS-MS) e Desorption Electrospray lonization (DESI-MS) séo
alternativas simplificadas e eficientes na detecc¢éo de diferentes compostos diretamente

na amostra ou de superficies auxiliares.

3.6.2.1 PS-MS

A PS MS (do inglés Paper Spray Mass Spectrometry) proposta por Wang e
colaboradores em 2010 (LIN; LIOU, 2020) se tornou a mais popular variante da fonte
de ionizacdo ESI ao permitir analise de amostras complexas de forma direta e ao ar
livre (MCBRIDE et al., 2019). Neste caso, uma pequena quantidade de amostra é
colocada na superficie de um papel triangular sustentado por um clip metalico e
posicionado na entrada do espectrébmetro de massas (Figura 7). Uma aliquota de
solvente é adicionada ao papel e sob aplicacdo de uma alta voltagem (2 a 5,5 KV),
forma um spray de pequenas goticulas carregadas, o qual é induzido na ponta do papel,
e 0s ions gerados sao direcionados a entrada do espectrometro de massas (MCBRIDE
et al., 2019).
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O solvente ou mistura de solventes (metanol:adgua e acetonitrila:dgua) forma
espécies carregadas em solucao, acidos ou bases de Bronsted- Lowry que doam ou
aceitam protons, respectivamente, pelo equilibrio acido base.

A composicéao do solvente, bem como o angulo e a distancia da ponta do papel
a entrada do equipamento podem afetar drasticamente a estabilidade da formacéo de
ions e do sinal (LIN; LIOU, 2020; MCBRIDE et al., 2019). Além disso, o tipo de papel
também é um parametro importante, sendo o papel cromatografico o mais empregado
em analises de amostras diversas. Outros métodos usando materiais modificados,
incluindo papel com diferentes substratos, papel hidrofébico e polimero condutor,
também estdo bem estabelecidos na literatura (LIN; LIOU, 2020).

No processo de formacéo de spray, ha dois modos distintos. O primeiro modo
ocorre em sistemas ricos em solvente, nos quais séo criadas multiplas conexdes Taylor,
resultando na producgéo de diversos tamanhos de gotas. Enquanto o outro modo ocorre
em baixas taxas de fluxo de solvente e as correntes mais altas que podem ser
produzidas como resultado de descarga corona. Estes processos dependem da
composicdo do solvente (como a viscosidade ou a propor¢cdo de dgua para o solvente
organico), vazéo do solvente e voltagem aplicada (ESPY et al., 2012). A combinacao
de metanol e agua é comumente empregada como solvente spray em diversas
analises, mas outros solventes polares também podem ser aplicados, produzindo ions
com uma distribui¢ao interna de energia comparavel a da ionizacéo por nanoeletrospray
(ESPY et al., 2012).

Solvente

Amostra
Garra metalica O/ i

X lons )
N Papel triangular
| KV |

Potencial elétrico MS

Figura 7 — Esquema da analise de extratos por PS-MS. Fonte: Propria
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Nos ultimos anos, a técnica PS-MS tem sido aplicada para fingerprint de
diferentes amostras e em andlises diretas de agroquimicos (PEREIRA et al., 2016),
metabdlitos em frutas (SILVA et al., 2019) e em plantas medicinais (BESSA et al., 2017).

Um interessante estudo de Sousa (2020) identificou GSH, PC2, PCs,
complexos Sell-PC2, Aslll-PC3, AsY, As", &cido dimetilarsinico — DMA e &cido
monometilarsénico - MMA) em extratos de raizes de linhaca dourada (Linum
usitatissimum L.) co-expostas a As e Se durante o cultivo hidroponico. Neste estudo
pioneiro do emprego da técnica PS-MS para identificacdo de fitoquelatinas foi otimizado
um preparo de amostras com emprego de acido férmico 1% v v e controle rigoroso da
temperatura durante o processo de extracdo e andlise. Os resultados mostraram que a
presenca de As e Se ativou a sintese de PCs nas raizes como um mecanismo de
tolerancia da planta.

A versatilidade de aplicacfes da PS-MS apresenta uma alternativa de analise
para técnicas convencionais, com vantagens como simplicidade, auséncia ou minimo
preparo de amostra, tempo de analise, baixo custo, minimo consumo de reagentes e

geracao de residuos, bem como ndo exigéncia de reagentes especificos.

3.6.2.2 DESI-MSI

A técnica DESI (Desorption Electrospray lonization) foi descrita por Cooks e
colaboradores em 2004 (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; XIAO et al., 2020) e seu
principio se baseia em um feixe de goticulas gerado por um fluxo baixo de solvente,
aplicacdo de um gas nebulizador (N2) e de um alto potencial de voltagem. Quando o
feixe é direcionado a uma superficie, os fenbmenos de dessorcédo, extracao e ionizacao
ocorrerdo simultaneamente e os ions séo direcionados para o capilar de entrada de
uma interface de presséo atmosférica de um espectrometro de massas (COOKS et al.,
2006).

A técnica DESI pode ser aplicada em espectrometria de massas por
imageamento (do inglés Mass spectrometry imaging — MSI) e foi introduzida para
diagnostico de céancer de mama humano. Atualmente apresenta-se uma técnica
emergente e potencial para analise metabolomica de diferentes tecidos bioldgicos,
como mostra a Figura 8 na analise direta de folhas saudavel e contaminada por metal

toxico. A fonte DESI é acoplada a uma plataforma movel automatica que permite a
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varredura pontual da amostra, gerando espectros de massas a cada pixel que
compdem as imagens quimicas 2D.

Considerando as diferentes aplicagcbes em tecidos biolégicos, DESI requer
minimo ou nenhum tratamento de amostra. Amostras séo fixadas diretamente em um
substrato (vidro, ceramica ou polimeros (IFA et al., 2010) ou por impressao da amostra
feita em membrana de politetrafluoretiieno — PTFE, Teflon® poroso ou placa de
cromatografia em camada delgada — TLC. Para o imprint das amostras, € necessaria a
aplicacdo de determinada presséo constante moderada, a fim de promover impressao
ideal para andlise (bem definida e sem espalhamento do extrato).

O imprint consiste na transferéncia dos metabdlitos da planta para uma
superficie plana e dura, mantendo sua distribuicdo espacial. Em tecidos vegetais, o
imprint apresenta como desvantagem a quebra da integridade celular, pois os
metabolitos podem ser "manchados" durante o processo de impressdo (LEE et al.,
2012). Contudo, a impressao é um método Util para amostras que podem murchar e
degradar facilmente mesmo quando armazenadas sob baixa temperatura, como, por
exemplo, folhas e flores (DONG et al., 2016). Além disso, o imprint € uma forma de
contornar problemas de interferéncia da cuticula vegetal, uma vez que esta presenca
natural em folhas representa a primeira barreira para a imagem direta de MS de
metabdlitos, sendo necessaria sua remoc¢ao com algum solvente apolar.

A maioria das amostras de plantas sdo secas a vacuo ou congeladas antes da
MSI. Contudo, o alto teor de agua nos tecidos das plantas representa um desafio
durante a criosseccédo. Os tecidos das plantas sao mais frageis quando congelados e,
além disso, € mais dificil obter secdes finas e intactas para amostras de plantas ricas
em agua (DONG et al., 2016). O encolhimento ou descamacao parcial da amostra é
frequentemente observado na desidratacdo, e este fendmeno geralmente resulta em
uma superficie irregular que afeta ainda mais a analise MSI. Além disso, a presséo a
vacuo e o tempo de secagem devem ser cuidadosamente otimizados de acordo com a
natureza da amostra e dos analitos, pois compostos como 6leos essenciais volateis,
terpenos, alcoois e outras pequenas moléculas podem ser perdidos durante o processo
(DONG et al., 2016).

Outra alternativa para analise MSI é a utilizacdo de tecidos vegetais frescos,
pois sdo quimicamente inalterados e livres de tratamento. Nessas condi¢des, a
disposicdo espacial das moléculas € preservada e o risco de contaminagdo quimica

durante o manuseio da amostra € minimizado (DONG et al., 2016).
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Plataforma movel

Figura 8 — Esquema do funcionamento do DESI-MSI em amostras de folhas. Fonte:
Adaptado de Teles et al. (2021)

Estudos recentes mostram a aplicacdo da técnica DESI-MSI em tecidos de
plantas para deteccao de metabdlitos primarios, secundarios, monitoramento ambiental
e folhas de plantas expostas a metais toxicos (DONG et al., 2016; FREITAS et al., 2019;
GERBIG et al., 2015; SOUSA, 2020).

Como exemplo do emprego da técnica DESI-MSI na elucidacdo de
biomarcadores em tecido vegetal, De Moraes Pontes e colaboradores (2020)
investigaram diferentes metabdlitos associados a doen¢a Huanglongbing (HLB) em
folhas de laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck) sintomaticas, assintomaticas e
saudaveis. Andlises das folhas também foram realizadas por LC MS/MS e por meio do
MSI foi possivel identificar fitohorménios, acidos organicos, carboidratos, flavonoides e
aminoacidos ja relatados previamente na literatura. Os metabdlitos (acido abieta-
8,11,13-trien-18-6ico e 4-acetil-1-metilciclohexeno) apresentaram maior distribuicdo
nas folhas sintomaticas. Os autores também reportaram a importancia da deteccéo
desses metabdlitos em folhas assintomaticas como diagnéstico de HLB,
potencializando buscas de novos biomarcadores.

Neste sentido, a técnica DESI-MSI é promissora para estudos metabolémicos
em plantas, uma vez que informacdes de imageamento quimico de diferentes classes
de compostos organicos presentes nos tecidos das plantas (folha e raiz) podem ajudar
no esclarecimento da dinamica, transporte e biossintese de metabdlitos sob os efeitos

do metal toxico, inclusive do Cd.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras e reagentes

As sementes de manjericdo, Ocimum basilicum L. grecco a palla (Isla Pak
MULTI, lotes - 112860-008 S2 e 115553 — 002, 114381 — 002, 112860 — 008, 116578
— 005, 117114 — 003, 119376 — 000) foram adquiridas no Mercado Central de Belo
Horizonte, MG. As amostras de 80 pacotes foram misturadas manualmente a fim de
obter uma amostra composta de sementes para cultivo.

Os reagentes empregados na determinacao elementar foram o0 HNO3 65 % m m-
1 (Merck, Germany), purificado pelo sistema DuoPUR (Milestone, Sorisole, Italy), H202
30% m m* (Merck, Germany) e a agua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q (Millipore
Direct-Q 3 a 18,2 MQ cm). Todos os materiais usados foram descontaminados em
banho de HNO3 10 % (v v1), por no minimo 24 h, enxaguados com agua ultrapurificada
e secos a temperatura ambiente. O material de referéncia certificado de folha de
espinafre SRM NIST 15702 foi empregado na extracdo assistida por ultrassom.

Para as analises em PS-MS e DESI-MSI foi usado Metanol grau HPLC
(Phillipsburg, NJ, USA). Ainda em PS-MS, foram usados acido férmico da Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EUA) e papel cromatografico CHR Whatman (Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido) e K2HPO4 10 mM (Neon, S&o Paulo, Brazil).

Nas analises por DESI-MSI foram empregados como substratos para impressao
das amostras, membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com tamanho de poro de 0,45
Mm e 47 mm de didmetro (Allicrom) e placa de silica TLC silica gel 60W (Analytical
Chromatography, Sigma Aldrich).

As curvas analiticas foram definidas em 6 e 7 niveis de concentracao a partir da
diluicdo de padrédo 1000 mg L de Cd (Fluka, Sigma Aldrich, Switzerland) e de padrédo
multielementar 10 ug mL* de Al, Ba, Be, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Sr e Zn (ESI,
M1-ICPMSE-100, USA) para determinacdes por FAAS e ICP-MS, respectivamente.

4.2Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos procedimentos de preparo das amostras foram:

balangca analitica Shimadzu AX 200 (S&o Paulo, Brasil), microcentrifuga Modelo
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0222E24 600 W (Quimis®, Sao Paulo, Brasil), liofilizador 0222E24, MODULYOD-230
Thermo Electron Corporation (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Germany), forno de
micro-ondas com cavidade Milestone ETHOS 1 (Sorisole, Italia) equipado com rotor de
alta pressdo HPR-1000/10s e processador ultrassénico cup horn modelo VCX 505
(Sonic & Materials INC, EUA) operando com 500 W e 20 kHz.

Um espectrémetro de absorcdo atdmica equipado com lampada de deutério
Agilent SprectrAA 240FS AA (Norwalk, CT, EUA) como corretor de fundo e uma
lampada de catodo oco (A = 228,8 nm) (Santa Clara, USA) foi usada para a
determinacao de Cd. As condigfes instrumentais foram as seguintes: composicao da
chama ar/acetileno (fluxo de ar 13,50 e fluxo de acetileno 2,0 L mint), tempo de delay
e medida de 10 s, largura da fenda de 0,5 nm e corrente 4,0 mA.

Um espectrémetro de massa com plasma indutivamente acoplado 7700 (Agilent
Technology, Téquio, Japao) foi usado para a determinacao Cd, Al, Ba, Be, Cu, Fe, K,
Li, Mg, Mn, Sr e Zn A célula de colisdo (gas He 99,99% de pureza) foi usada para
correcOes de interferéncia isobarica. As condicfes instrumentais sdo apresentadas na
Tabela 1 a seguir. A condicdo operacional do Equipamento ICP-MS foi otimizada
usando solugdo padrdo Tunning contendo Ce, Co, Li, Tl e Y 1lug Lt (Agilent
Technologies, Téquio, Japao).

Tabela 1 — Condicdes operacionais do ICP-MS para determinacdo multielementar de
folha, caule e raiz de manjericédo

Parametros instrumentais

Tocha Quartzo (gint= 2,5 mm)
Cones de interface Ni

Tubos Tygon @ =1,02 mm

Camara de nebulizacdo concéntrica

Poténcia do plasma 1550 W

RF 1,8V

Velocidade da Bomba Peristaltica 0,5 rps

Vazéo do gas

1,09 L min*t (modo no gas)
1,20 L min*t (modo He)

Vazao do fluxo de ar 4,7 mL mint
Medidas
Varredura 100
Tempo de integracao 0,3s
Replicatas 3
Resolucao <1
m/z monitorados He 2TAIF, H1Cdt, 44Ca, %°Mn*,

modo no gas

56|:e+ 137Ba+ 63Cu+ 662n+ e
88Sr+.
9Be* 39K+ TLj* 24Mg+
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Um espectrometro LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipado
com fonte para ionizacdo paper spray foi usado para identificacdo de GSH, PC e seus
derivados. As andlises foram realizadas no modo positivo segundo o0s seguintes
parametros instrumentais: voltagem da fonte de 4,0 kV; voltagem capilar e temperatura
de 17 V e 275 °C, respectivamente; lentes tubulares de 120 V; e faixa de massa de m/z
300 a 1100 divididos em intervalos de m/z 200. As energias de colisdo para
fragmentacdo dos compostos variaram de 20 a 30 eV.

Para identificacdo dos metabdlitos nos tecidos vegetais foi empregada a técnica
com ionizacdo Ambiente por DESI-MSI Q Exactive Hybrid Quadrupole — Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Alemanha), com resolucédo de 140.000 FWHM e um erro na
precisdo de massa de no maximo 3 ppm. A plataforma mével de fonte de ionizac&o lon
Source modelo 0OS-3202D (OmniSpray, Prosolia, EUA) foi configurada para tamanho
do pixel de 200 x 200 ym e taxa de varredura de 740 ym sec?. A faixa de massa,
voltagem do spray, temperatura do capilar, nivel de radiofrequéncia de S-lens e
voltagem e resolucdo foram, respectivamente: m/z 100 a 1.000 no modo positivo e
negativo, 5 kV, 300 °C, 70 e 25 V e 70.000.

4.3 Germinacdao e Cultivo das amostras

As sementes de manjericdo foram germinadas por 3 dias em papel germitest
(adaptado em dessecador) e umedecidas diariamente para obtencdo de 0,5 cm de

comprimento de raiz, no minimo (Figura 9).
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Figura 9 — Desenvolvimento de radiculas durante o processo de germinagdo das
sementes de manjericdo Grecco a Palla (Ocimum basilicum). Fonte: Propria
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Para realizacéo do cultivo hidropénico, foram utilizados potes pretos de 1100 mL
de capacidade, com folha de papel aluminio previamente adaptada a fim de evitar
luminosidade na solucéo e, consequentemente, presenca de algas. Com auxilio de uma

agulha, foram feitos orificios no papel aluminio com distanciamento de 2 cm.
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O cultivo hidroponico foi realizado em solugdo nutritiva de Hoagland
(HOAGLAND, 1959) 5% v v! a partir das seguintes solu¢bes estoque, nesta ordem,
KNO3z 1 mol L1, Ca(NO3)2.4H20 1 mol L, MgS04.7H20 0,5 mol L, (NH4)2HPO4 0,25
mol L, H3BOs 10mmol L, MnCl2.4H20 18 mmol L, CuS0O4.5H20 0,3 mmol L7,
NazMo04.2H20 0,2 mmol L, ZnS04.7H20 5 mmol L1, FeNaEDTA 100 mmol L. O pH

da solucéo foi mantido a 5,5 durante os experimentos.

4.4 Testes de Toxicidade ao Cd

Em cada pote com aproximadamente 660 mL de solugcdo nutritiva, treze
radiculas foram colocadas sobre o papel aluminio, conforme Figura 10. Dessa forma,
foram feitas triplicatas biolégicas de amostra composta de 13 individuos cada uma. As
solugdes dos potes foram suplementadas com 0; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pM
de Cd(NO3)2.4H20 e a cada 3 dias foram realizadas trocas. Para a determinagédo da
ECso (concentragéo efetiva que inibe 50 % do crescimento da raiz), as solugbes dos
potes foram suplementadas com 0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 € 5,0 uM de Cd(NO3)2.4H20. Apos
15 dias de cultivo nas condi¢cdes acima descritas, as amostras foram lavadas
abundantemente com agua deionizada a fim de evitar residuos de soluc¢des de cultivo

na sua superficie.

Prépria

Posteriormente, as amostras foram dispostas em papel milimetrado para
medicdo da parte aérea e raiz de cada planta. Em seguida, as amostras foram
fracionadas manualmente em raiz (R), caule (C) e folha (F) e transferidas,
separadamente, para tubos Corning de 15 mL e entdo armazenadas em freezer até

preparo para analise.
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A sensibilidade do manjericéo foi avaliada pela determinagéo da concentracao
efetiva que causa 50% de inibicdo do crescimento da raiz em comparag¢ao com o grupo
controle (sem adicdo Cd"). Assim, o comprimento da raiz foi medido no inicio do cultivo
(do) e no ultimo dia de exposicdo (dis), da jungdo caule e raiz até a ponta da raiz
(ABORODE et al., 2016) para o calculo do indice de tolerancia da raiz (% RTI) segundo
a equacao a seguir:

Equacéo 1

Cf
% RTI =G x 100

Em que Cf e Ci sdo os comprimentos da raiz das plantas expostas ao Cd e plantas
controle (ndo foram tratadas com Cd), respectivamente.

Para obtencdo da massa seca, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e entdo liofilizadas por, no minimo, 24 h. Em seguida foram pesadas, maceradas
em graal e pistilo de agata e armazenadas em dessecador para posterior procedimento

de preparo das amostras por micro-ondas (MW) e ultrassom (US), conforme Figura 11.

/ Germinagao \ Cultivo Hidropénico
(3 dias)

(Hoagland 5% (vfv) e 0; 1,0; 5,0

M;edisé? da réiz 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 uM de

ST g Cd(NO;),.4H,0), n =3 (15 dias).
aaas ..4.1‘_«. e will . ~ }
358 15881 Benee, &l
i tisith
Medicao da Raiz (R) Caul/e(C) Folha (F)
raiz s <, . g ‘B\
% indice de tolerancia da posagem®
Raiz (% ITR)
% RTI =22 %100
Liofilizagao*
RGT : Crescimento da R (24 h)
tratada com Cd?+ [
. Maceragao* Preparo das
RC: Crescimento da R das X amostras* para
plantas controle ‘ aidilss
* Cada matriz elementar

Figura 11 — Esquema do cultivo, calculo da ECso e separacéo dos tecidos vegetais para
analise multielementar
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Apés determinacado da ECso (3,6 uM de Cd(NO3)2.4H20), também foi feito cultivo,
em triplicata, nesta concentracdo para avalicdo iondmica e metabolémica.

As analises por PS-MS foram realizadas somente nas amostras cultivadas nas
concentragfes 0 e 10,0 uM de Cd(NO3)2.4H20 com tempo de cultivo de 7 dias e 14
dias. Para as andlises por DESI-MSI foram empregados 2 cultivos diferentes, sendo o
1° cultivo realizado com adic¢des iguais a 0; 1,0; 3,6; 5,0; 25 e 50 uM e 2° cultivo a 0;
1,0; 3,6; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 uM de Cd".

Contudo, devido as limitagbes da estrutura dos cultivos iniciais, somente o0s
cultivos das amostras analisadas por PS-MS e DESI-MSI (2° cultivo) foram realizados
em ambiente controlado, ou seja, a temperatura de 28,6 £ 2,0°C, 12 h escuro/12 h luz
a 830,1 lux e 50 = 5% de umidade.

4.5Pré-tratamento das amostras para andlise elementar

Nas etapas de otimizacao do preparo das amostras foi utilizado um pool de cada
matriz (F, C e R) cuja composicao foi obtida pela mistura de amostras cultivadas sob

diferentes concentracfes de Cd.

4.5.1 Digestédo assistida por radiagdo micro-ondas (MW)

Para o procedimento de digestdo por MW, 5 mgde Fe 2 mg de C e R de um
pool de amostra foram pesados diretamente nos frascos reacionais de PFA, seguido
da adicdo de 4,0, 3,0 e 1,0 mL de HNOs, H20 e H202, respectivamente. Foram
preparados 10 brancos analiticos para avaliacao do limite de deteccéo (LD) e limite de
guantificacéo (LQ) do procedimento MW para determinacao de Cd por FAAS.

O programa de aquecimento foi realizado a pressdo de 700 W e consistiu em
uma rampa de aguecimento de 10 min até 150 °C, mantendo-se nessa temperatura por
20 min, com posterior resfriamento por 30 min. O volume final dos digeridos foi aferido
para 10,0 mL com agua ultrapura.

Para a determinagdo de Cd por FAAS, foram empregados seis niveis de
concentracdo para a curva de calibracéo, variando de 0,05 a 1,05 mg L%, além do

branco analitico.
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4.5.2 Microextracdo assistida por ultrassom (MUS)

Para os procedimentos de microextracdo no sonorreator cup horn foi adaptado

um suporte de isopor para 8 microtubos de 2,0 mL, conforme a Figura 12.

A (8)

Figura 12 — (A) Suporte para microtubos adaptado (B) copo do sonorreator cup horn.
Fonte: Propria

Foi realizada a otimizacdo de um procedimento de MUS em sonorreator tipo cup
horn para cada matriz (F, C e R) empregando o planejamento fatorial 2iv 1, com
triplicata no ponto central (Tabela 2) com detecc¢ao por ICP-MS.

Para todos os ensaios do planejamento experimental, as amostras de F, Ce R
foram pesadas diretamente nos microtubos. Em todos os ensaios, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 12000 rpm. Em seguida, as solucdes foram diluidas
adequadamente antes da introducéo no ICP-MS.

A partir da avaliacao das variaveis significativas no planejamento anterior e com
base na literatura, foi avaliada a melhor composicao do solvente extrator (HNO3s e H202)
para o procedimento de extracdo de Cd em sonorreator cup horn a 5 min e amplitude
50 %. Para isso, empregou-se a metodologia de superficie de resposta composto
central 22 (CCD), com quadruplicata no ponto central para a determinacédo de Cd por
FAAS. As variaveis concentracdo de HNOs e volume de peroxido variaram de 2 a 10%
e 50 a 100 pL, respectivamente. A otimizacdo dos parametros mostrou que a
microextracdo multielementar eficiente ocorreu empregando-se concentracao final de
acido igual a 2% v/v (8 pL de HNO3, 292 pL de H20 e 100 pL de H202). Apés otimizagéo,
as massas de amostras foram padronizadas para 3 mg para todas as matrizes e foram

empregadas também no preparo das amostras quantificadas por ICP-MS.
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Tabela 2 — Planejamento fatorial fracionado 2iv*1, com triplicata no ponto central, para
otimizacao do procedimento MUS nas diferentes matrizes de F, C e R do manjericao

Condicdes Fixas

Massas das amostras: 5,0 mgde F, 2,0 mgde C e 2,0 mg de R
Volume final: 400 pL

L ) Niveis
Variaveis Unidade
() 0 (+)
Concentracdo de HNOs % 25 50 75
Volume de H20:2 pL 0 25 50
Amplitude % 25 50 75
Tempo min 5 10 15
Experimento HNO3 (%) H>0; (uL) Amplitude (%) Tempo (min)
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +
pPC* 0 0 0 0

* Ponto Central (n=3)

4.6 Validagao do procedimento de microextrag&o assistida por ultrassom

Para avaliacdo da eficiéncia analitica foram adotados os critérios de acordo com
os guias do INMETRO (2018). Além disso, foi feita uma comparacao dos procedimentos
MUS e o MW para a determinacédo de Cd por FAAS.

4.6.1 Linearidade

A linearidade para determinagéo multielementar por ICP-MS foi avaliada a partir
de um padrdo 10 mg L (Al, Ba, Be, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Sr e Zn) em HNO3
0,4 % v v1, com 7 niveis de concentracdo (0; 5; 15; 30; 45; 60; 75 e 90 ug L?). Os
pontos das curvas analiticas foram preparados em triplicata e de forma aleatoria.

Para avaliagdo da linearidade foram adotados os critérios de Souza e
colaboradores (2005), para outliers com base nos residuos padronizados de Jacknife,
normalidade e independéncia dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner e Durbin-Watson,
respectivamente. Em seguida, foi avaliada a homocedasticidade dos residuos pelo
teste de Levene modificado e a analise de regressao linear (y = ax + b) com estimativa

dos parametros, desvios, significancia e intervalos de confianca pela ANOVA.
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4.6.2 Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Os limites de detecc¢éao e quantificacao instrumentais foram determinados a partir
de 10 replicatas (INMETRO, 2018) de brancos dos procedimentos, conforme as
seguintes equacgoes:

3,3s 3
1D = Equacéo 2
b
10s 5
LQ = . Equacéo 3

onde s: desvio padrao da resposta do branco e b: coeficiente angular da curva analitica.

4.6.3 Veracidade e Precisao

A avaliagdo da veracidade e precisdo do procedimento MUS na determinacao
dos analitos Al, Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, Sr e Zn foi realizada com 3 mg de MRC de folha
de espinafre NIST 1570a.

Na auséncia de Material de Referéncia Certificado (CRM) para os demais
analitos deste estudo e para o manjericdo, a avaliacdo da exatiddo e precisdo do
procedimento foi realizada pelo estudo de adicdo e recuperacéo para F, C e R de modo
a simular a concentracao real nestas trés matrizes. Para isso, foi adicionado padréao
multielementar nas matrizes brancas (0,005, 0,015 e 0,10 mg L' para F e 0,05; 0,15 e
0,30 mg L! para C e R). As amostras com concentragées média e alta adicionadas no
caule e raiz foram diluidas 2,5 e 4 vezes, respectivamente, e a mais alta concentracéo
na folha foi diluida 2 vezes para as medidas por ICP-MS.

A veracidade e precisdo do procedimento foram avaliadas por meio das
Equaclbes 4 e 5, conforme INMETRO (2018).

valor observado Equacéo 4
Recuperacgao (% ) = x 100 quac
valor esperado
desvio padrao Equacéo 5
V(% )= x 100

concentracgdao média determinada
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4.6.4 Seletividade

Para avaliacdo do efeito de matriz, F, C e R sem o0 analito disponivel (amostra
branca) na faixa de estudo (baixa, média e alta) foram avaliados em triplicata por nivel
de concentragao (INMETRO, 2018).

O estudo do efeito de matriz na determinacao de Cd foi realizado em amostras
com 10% de cada matriz (sem Cd), com adicao de trés concentracdes em cada uma
para determinacéo de Cd por ICP-MS (F: 15; 45 e 75 ug L?). Para avaliar os dados
obtidos, por nivel de concentracao, foram empregados o teste F de homogeneidade de

variancias e o teste t de comparacéo de médias (INMETRO, 2018).

4.7 Fator de Translocacao e Bioacumulagéo de Cadmio

O fator de translocacdo (FT) (ALAMO-NOLE; SU, 2017) foi calculado pela
equacao 6 a seguir.
[Metal]pa ou fou c

= E a
T [Metal]r quagao 6

em que [Metal]pa, [Metalls, [Metal]c e [Metal]r séo as concentracdes de Cd (mg kg™t) na

parte aérea da planta (caule e folha), na folha, caule e na raiz, respectivamente.

4.8 Preparo das amostras para identificagcdo de GSH e PCs por PS-MS

Baseado em Sousa (2020), aproximadamente 25 mg de raiz fresca de
manjericdo obtidas do mesmo cultivo (7 dias e 14 dias) foram lavadas em agua ultrapura
a 45 £ 0,5°C e transferidas para uma solucdo de 10mM KzHPO4, na mesma
temperatura, por 1 min. As amostras foram novamente lavadas em agua ultrapura e
apos remocédo do excesso de agua com papel de filtro, foram transferidas para um graal.
Entdo, a amostra foi macerada em nitrogénio liquido e 1 mL de acido férmico 1% v v!
foi adicionado. A amostra foi transferida para microtubo de 2 mL para sonicagcdo em
banho de ultrassom (3,0 £ 1,0°C) por 1 min. Apdés 35 min, a amostra foi sonicada
novamente (1 min) e imediatamente analisada. Entre cada medida, as amostras ficaram
armazenadas em banho de gelo, pois a fonte de analise por PS-MS requer ajustes
manuais na plataforma movel a cada troca do triangulo. Todo o procedimento de

preparo das amostras supracitado esta representado na Figura 13.
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Figura 13 — Preparo das amostras de raizes do manjericdo para analise por PS-MS.

O papel cromatogréfico foi cortado em triangulo is6sceles (1,5 cm de lado e 1 cm
de base) e sua base fixada em um clipe de cobre com a ponta rigorosamente
posicionada a 5 mm do orificio de entrada do espectrometro de massas (Figura 14).
Para cada andlise, 15 pL do extrato das raizes e 30 yL de metanol (solvente spray),

nesta ordem, foram adicionados ao triangulo e, uma voltagem de 4 kV foi aplicada ao

clipe para formacéo do spray.
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4.9 Anélise metabolémica por DESI-MSI

Folhas frescas de manjericao totalmente expandidas a partir do apice foliar foram
selecionadas para a analise. A superficie abaxial de cada folha foi lavada com hexano
para remocao da camada natural de cera. As analises do 1° cultivo foram realizadas
por imprint do lado abaxial das folhas, cujos analitos foram transferidos para substratos
diferentes (membrana PTFE e placa de TLC) por meio de forte pressao. Foram
analisados 2 cm da parte mais volumosa das raizes das plantas controle e contaminada
a 25 pM (1° cultivo), cujo imprint foi feito diretamente na placa de TLC. As folhas do 2°
cultivo foram fixadas em uma fita adesiva dupla face (com lado abaxial disponivel para
analise) aderida a uma lamina de vidro.

Os substratos com imprint das amostras e lamina de vidro para a analise direta
foram posicionados diretamente na plataforma movel de DESI-MSI. As Figuras 15 (A e

B) e 16 mostra a analise por DESI-MSI e um fluxograma detalhado das condi¢fes de

cultivo e analises das diferentes amostras por DESI-MSI, respectivamente

(A) (B)

Figura 15 — Folhas de manjericao sendo analisadas por DESI-MSI por (A) Analise direta
e (B) imprint. Fonte: Propria

4.10 Tratamento dos Dados

Os tratamentos dos resultados de composicéo elementar nas folhas, calculo
do % ITR, a avaliacdo de outliers, testes de linearidade, calculo da ECso, analises
estatisticas (ANOVA, teste t) e dos planejamentos experimentais foram realizadas pelo

Microsoft Excel™ (Excel Version, 2007), OriginPro 8.0. e Design Expert 11.0.
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As correlagbes de Pearson com significancia de regresséo (p < 0,5) e o
graficos correspondentes para F, C e R foram avaliados pelo software RStudio 3.5.1.
Além disso, as respostas iondmicas para o estresse ao Cd foram avaliadas pela Anélise
de componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento hierarquico (HCA) em
Matlab R201A. As concentracdes dos elementos individuais (variaveis) foram
autoescalonadas antes da HCA via procedimento de Ward'’s e distancia Euclidiana. A
concentracdo de Cd no cultivo foi separada em grupos: controle (0 uM), 1 (3,6 uM), 2
(5,0 uM), 3 (25,0 puM), 4 (50,0 uM) e 5 (100,0 puM).

Nas andalises por DESI-MSI, os softwares da plataforma movel, do
processamento de dados MS, da conversao das imagens, da geracao/visualizacéo das
imagens foram: Prosolia OmniSpray 2D (version 2.0.1), Xcalibur Qual Browser, Firefly
version 2.1.05 e BioMAP (version 3.8.04), respectivamente. Para cada imagem obtida,
foi empregado bin size de até 5 no software BioMAP.

A identificacdo dos metabdlitos obtidos por DESI-MSI foi proposta com base nas
massas exatas dos ions e seus respectivos perfis de distribuicdo isotdpica, em
comparacdo com bases de dados online, tais como: Metlin?, human metabolome
database (HMDB),? plant metabolome database (PMDB)3, Dicionario de Produtos
Naturais®, Pubchem®, Chemcalc® e CEU Mass Mediator’.

Os diagramas de Venn foram construidos no site Biofinformatics Evolutionary

Genomicss.

4.11 Gerenciamento dos Residuos

Todos os residuos gerados durante o trabalho experimental foram acondicionados
em recipientes apropriados para encaminhamento ao Entreposto do Departamento de
Quimica do ICEX - UFMG.

! https://metlin.scripps.edu

2 https://hmdb.ca/

3 http://scbt.sastra.edu/pmdb

4 dnp.chemnetbase.com

5 https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

5 https://www.chemcalc.org/

7 http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator/List.xhtml

8 http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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Figura 16 — Fluxograma das analises de folhas e raizes de manjericdo por DESI-MSI sob diferentes condi¢cdes experimentais



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testes de toxicidade

A espécie Ocimum basilicum L. cultivar grecco a palla € muito sensivel ao Cd,
uma vez que pequenas concentracdes empregadas no cultivo promoveram alteracoes
no desenvolvimento das plantas. O comprimento das raizes foi medido no inicio do
cultivo (dia 1) e apds a coleta (dia 15) das amostras para avaliagcdo do indice de
tolerancia daraiz (% ITR) e determinacdo da ECso. Para o calculo do % ITR, foi avaliado
0 crescimento da raiz empregando os niveis de concentracdo de cultivo supracitados,
com obtencéo de um valor de aproximadamente 3 uM para ECso. Ao considerar a faixa
de trabalho muito ampla, a ECso foi uma estimativa para cultivar as amostras nas
concentracfes de 0 a 5,0 uM equidistantes 1,0 uM. Os dados para célculo do % ITR e
ECso igual a 3,6 = 0,3 uM sé&o apresentados na Figura 1A e Tabelas 1A (Apéndice 1).

Assim, o cultivo do manijericéo foi realizado na presenca de Cd" (0; 1,0; 3,6; 5,0;
10,0; 25,0; 50,0 ou 100,0 uM) e somente para a concentracdo 1,0 uM ndo foram
observados sintomas de toxicidade de Cd como diminuicdo do numero de folhas,
clorose e escurecimento da raiz. Contudo, para as demais concentra¢cfes, além de
mudancas fenotipicas, ocorreu também uma reducdo significativa de massa seca,
conforme mostra a Figura 17.

Todas as concentracbes de Cd" utilizadas afetaram negativamente a
acumulacdo de biomassa nos 6rgdos do manjericdo (Figura 17). O aumento das
concentracbes superiores a 5 UM comprometeu gravemente a acumulacdo de
biomassa nas plantulas de manjericdo. A biomassa acumulada nas raizes, caules e
folhas das plantulas tratadas com 3,6 ou 5,0 uM Cd foi aproximadamente 60% inferior
as plantas controle, independentemente do oOrgédo investigado (Figura 17). A
acumulacao de biomassa em F, C e R foi de 36, 31 e 27 %, respectivamente. Enquanto
a 100,0 pM de Cd, a biomassa de F, C e R foi inibibida em 91, 78 e 96%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Como esperado, as raizes
foram os tecidos mais afetados pelo tratamento com Cd a 25,0 pM ou 100,0 uM (Figura
17). O comprometimento da acumulagéo de biomassa foi semelhante entre os tecidos

das plantulas em todos os tratamentos, exceto para 25,0 e 100 Cd uM (p < 0,05). Os
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resultados corroboram com os relatados para Ocimum basilicum var. Purpurescens
(GHAREBAGHI; ALBORZI HAGHIGHI; AROUIEE, 2017). Similaridades (p<0,05)
também foram observadas para o caule nas concentracbes < 5 UM e entre as
concentragdes > 3,6 UM, com excecédo da 50 pM, devido provavelmente a funcéo deste

0rgdo no transporte de nutrientes.
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Figura 17 — Acumulacéo de biomassa (X + s, n = 3) em tecidos de Ocimum basilicum
var. Grecco a Palla afetados pelo aumento da concentragdo de Cd (1,0 -100,0 pM).
Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos para um certo érgao
(folha, caule ou raiz) como atestado pelo teste de comparagédo multipla de Tukey (p6s-
teste ANOVA p <0,05). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os 6rgaos no
mesmo tratamento (p< 0,05). Os valores das porcentagens séo relativos a folha, caule
e raiz da amostra controle, em que foram considerados como 100 %.

Em adicdo aos efeitos no desenvolvimento da planta, os principais sintomas de
toxicidade no manjericdo foram clorose das folhas, escurecimento e aumento do
didmetro das raizes e diminuicdo do tamanho e numero de folhas (Figura 18 A-D).
Resultados similares foram obtidos em manjericdo e em outras espécies vegetais
(GHAREBAGHI; ALBORZI HAGHIGHI; AROUIEE, 2017; SGHAYAR et al., 2015;
ZAHEDIFAR et al., 2019). As plantulas tratadas com Cd reduziram o crescimento da
raiz e parte aérea devido as células parenquimatosas significativamente maiores e ao
cértex mais grosso, o que pode ser consequéncia do comprometimento do
alongamento radicular e do aumento da resisténcia ao fluxo radial de agua e nutrientes,
respectivamente (MAKSIMOVIC et al., 2007). Estudos também apontam que os efeitos

fitotdxicos tipicos do cadmio, tais como perdas de biomassa e necrose das folhas
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podem estar relacionadas a atrofias no meséfilo na presenca de Cd", cujas principais
funcdes estdo relacionadas a fotossintese e a troca de gases e agua com a atmosfera
(PEREIRA et al., 2018; WEBB, 1979).

Contudo, a maior dificuldade da anélise de Cd em manjericao esta diretamente
relacionada a pequena quantidade de amostra disponivel, representando um desafio
analitico. Os desafios tipicos das microanalises (analises que lidam com amostras de
baixa massa) sdo a homogeneidade e representatividade das amostras, além da
preciséo e exatiddo dos resultados (KURFURST, 1998).

Neste sentido, o uso de energia US representa uma boa perspectiva para
procedimentos miniaturizados, ja que o principio do procedimento esta focado na
reducdo da quantidade de amostra, eliminando (ou diminuindo) os reagentes quimicos

e desenvolvendo procedimentos rapidos.

(©)

(A) (B) (D)
Figura 18 — Amostras de manjericdo cultivadas em solucdo de Hoagland 5% v v

suplementadas com Cd'" (A) O uM (B) 3,6 uM (ECso) (C) 25,0 uM (D) 100,0 uM apds
15 dias de cultivo.

5.2 Fator de Translocacdo de Cd no manjericéo

A mobilidade de Cd no manijericéo foi estimada a partir do fator de translocacéo
(FT). A Tabela 3 apresenta o FT de Cd em diferentes concentracdes de intoxicacdo da

planta.
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Os resultados mostram que o FT para a F, C e parte aérea € diretamente
proporcional ao aumento da concentragdo de Cd" até 5,0 uM. O comportamento inverso
foi observado para as concentracdes de 10,0 a 100,0 yM. Quanto mais baixo o FT, mais
elevada foi a concentracdo de Cd nas raizes, o que pode estar relacionado aos
mecanismos de defesa da planta, que levam a formacao de complexos com o Cd e das
PCs. A formacao das fitoquelatinas sera abordada em detalhes no tépico 5.8. Porém,
cabe ressaltar que a formacao de complexos estaveis (Cd-PCs ou Cd-GSH) pode inibir
a habilidade da planta transferir Cd" das raizes para a folha. Outra hip6tese que também
pode explicar o observado, € quanto ao desequilibrio das fun¢cdes metabdlicas no

manjericdo em assimilar maior concentracao de Cd em seus 6rgéos.

Tabela 3 — Fator de Translocacdo de Cd (X + s, n=3) em diferentes concentracées de
Cd" (uM) empregadas durante o cultivo de manjericdo (Ocimum basilicum L. grecco a
palla). Letras iguais indicam que nao héa diferencas significativas pela ANOVA (pos teste
Tukey, p< 0,05).

Concentracéo de Cd' (uM) Fator de Translocacéo
no cultivo Raiz - folha Raiz - caule Raiz - Parte aérea**
1,0 0,048 + 0,0012 0,17 + 0,01 0,22 +0,01¢
3,6* 0,147 + 0,003 0,26 + 0,01 0,40 +0,01¢d
50 0,22 + 0,01 0,29 + 0,01° 0,51 +0,02
10,0 0,19 + 0,01 0,28 +0,01b 0,46 + 0,02
25,0 0,11+ 0,01 0,31+0,03 0,42 + 0,044
50,0 0,07 £ 0,01 0,15+ 0,02 0,22 +£0,02¢
100,0 0,041 + 0,0042 0,09 + 0,01 0,13+ 0,01
Analise de variancia
Valor de F 1217 413,1 862,9
Média Quadratica 0,074 0,1062 0,3232

*ECso ** Caule e folha

Na concentracéo de 3,6 UM (ECso) foi verificada uma translocacao da raiz para
a folha, caule e parte aérea igual a 3,0; 1,5 e 1,9 vezes superior do que na concentracao
1,0 uM, respectivamente. Aproximadamente 82 e 71% do Cd absorvido pelo manjericao
exposto a 1,0 e 3,6 uM ficaram retidos na raiz. Para as maiores concentragbes de
exposicao (>10,0 uM), observa-se que ao duplicar a concentracdo de exposi¢cdo ao
Cd", o FT da raiz para a parte aérea diminui em aproximadamente 2 vezes, sugerindo
a maior retencdo na raiz como resposta de defesa as altas concentracfes de exposicao.

Os resultados indicam uma relagcdo diretamente proporcional entre a
translocacao e a concentracdo, sendo que mudancas fenotipicas (clorose, tamanho de
folhas, escurecimento da raiz) ndo foram observadas para a concentragéo 1,0 uM, o

gue pode indicar o manjericao como um hiperacumulador de Cd em condi¢des de
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cultivo com baixas concentragfes (< 1,0 uM) deste elemento. Contudo, mais estudos

devem ser realizados nesta faixa de concentracao para esclarecer esta observacao.

5.3Microextracao assistida por Ultrassom (MUS)

O preparo das amostras por sonicacao foi realizado no sonorreator tipo cup-horn,
com adaptacdo de um suporte para microtubos de 2,0 mL. Foi considerado o principio
de frasco Unico, minimizando contaminacdo e perda dos analitos. Porém, para a
guantificacéo de K, Cd, Ca, Mg, Fe, Zn e Cu no ICP-MS foi necessaria diluicdo, exigindo
minima transferéncia do digerido.

A otimizacdo multivariada por planejamento fatorial fracionario 2w*?! foi
empregada na microextracdo de Cd e demais elementos por ICP-MS. Para avaliacao
inicial dos efeitos foram avaliados os fatores: amplitude (%), tempo (min), concentracéo
de HNOs3 (%) e volume de H20:2 (uL), conforme apresentado na Tabela 5.

A resposta multipla para o Cd (RMcd) foi calculada pela seguinte equacao,

CF1 CFn CC1 CCn CR1 CRn
RM = eee + ves + oo
cmaxF cmaxF CmaxC CcmaxC CmaxR CmaxR

Equacéo 7

em que CF, CC e CR sao as concentracdes de cada elemento em cada ensaio na folha,
caule e raiz, respectivamente, e Cmax € a mais alta concentracdo do elemento para
cada matriz.

Para a avaliagdo multielementar, empregou-se a Resposta global multipla
(RMwmuit) para cada matriz, equacdo 8, considerando respostas mdultiplas individuais,
utilizando o mesmo principio da Equacao 8.

i=1 RMx
I=N pMmax

RMMult = }; Equacéo 8

em que RMx é a resposta multipla de cada analito em cada experimento, e RMmax ¢é a
mais alta resposta multipla de cada elemento para cada matriz.

Os diagramas de Pareto mostrados na Figura 19 (A e B) para RMcd € RMmutt
indicaram que a concentracdo de HNOs (%) foi significativa na extracdo de Cd e dos
elementos (Al, Ba, Cd, Cu, Fe, Li, Mn, Sr e Zn) por US e o volume de H202 (uL) foi um
fator significativo somente para a extracdo de Cd.

A Tabela 2A (Apéndice 2) apresenta os resultados obtidos pela ANOVA para a
RMcd e RMmuit. A regressao foi significativa para ambas as respostas, pois Fcalculado fOi
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igual a 6,99 e 4,37, respectivamente, e maior que 0 Frabelado. A falta de ajuste ndo é
significativa, pois Fcalculado igual a 1,25 e 0,3286, respectivamente, foram menores que
Fiabelado. Em ambas as respostas, o HNO3 e H202 foram os fatores que apresentaram
maior porcentagem de contribuicdo, mas H20:2 néo foi significativo para RMmuit.

Os gréficos de diagndstico para RMcd (Figura 2A A-D do Apéndice 2) e RMmutt
indicaram distribuicdo normal dos residuos, sem nenhuma tendéncia ao longo do tempo
(homocedasticidade dos dados), inexisténcia de amostras anémalas ou outliers e
previsdo satisfatoria do modelo para ambas as respostas. Com base nos coeficientes
estimados, pode-se verificar a maior influéncia das menores concentracdes de HNOs

para obtencédo de maiores respostas.
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Figura 19 — Diagrama de Pareto para as respostas multiplas (A) RMcd (mg kg?) e (B)
RMmuit (mg kgt)

Os modelos matematicos para o planejamento fatorial fracionario sao
representados pelas Equacdes 9 e 10.
RMcd = 2,74 — 0,143x1 — 0,0792x2— 0,0347x3— 0,029x4— 0,0478x13 Equacéo 9

RMwut = 2,67 — 0,0795x1 — 0,0650%2 — 0,057 7x4 Equac&o 10

onde 2,74 e 2,67 sdo as médias do total de 11 observacdes e Xi, X2, X3, X4 € X13
representam os efeitos de HNO3(%), H202 (uL), amplitude (%), tempo (min) e a

interacdo de HNO3(%) e a amplitude (%), respectivamente.
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A Figura 20 (A e B) mostra a superficie de resposta e o mapa de contorno,
indicando que quanto menor a concentragdo de HNOs (%) combinado com H202 (uL),
melhor sera a resposta.

Foi avaliada a correlacdo de Pearson entre as respostas com base na
concentracdo (mg kg?') de Cd e dos demais elementos para cada matriz em cada
experimento (Tabela 4). Fortes correlacdes foram observadas para as matrizes F e C
e uma correlacdo moderada para a R, indicando correlacdes positivas entre ambas as
respostas. Estes resultados permitiram a avaliagdo global do sistema quanto a
padronizacdo do procedimento para determinacdo monoelementar (somente Cd) ou
multielementar.

Dessa forma, como as respostas anteriores apontaram a reducdo de HNO3
associado ao H202 e, com base em estudos prévios (CAPELO; MADURO; VILHENA,
2005; DE LA CALLE et al., 2009), foram realizados alguns ensaios de microextracéo
multielementar somente na folha do manjericdio empregando HNOs diluido
(concentracdes < 10% v v'') combinado a H202. O H202 é considerado como um dos
reagentes mais eficazes em sonoquimica, pois o US induz a sondlise de moléculas de
H20 e a dissociacao térmica de moléculas de Oz, se presentes, para produzir diferentes
tipos de espécies reativas, como °*OH, *H, ‘O e *OOH (ZIEMBOWICZ; KIDA,
KOSZELNIK, 2018). A partir dos resultados obtidos por ensaios univariados na folha,
foi realizado um planejamento empregando a metodologia da superficie de resposta (22
composto central) para avaliacdo da melhor composicdo do solvente extrator para a
determinacao de Cd por FAAS nas trés matrizes (TELES et al., 2021). Neste caso, a
concentracdo de 2 % v vt de HNOs e 100 pL de H202 mostraram as maiores respostas
no dominio experimental.

Logo, a composicédo do solvente extrator do procedimento MUS para as trés
matrizes foi 8 uL de HNOs, 292 pL de H20 e 100 pL de H202, avolumando o digerido
para 2 mL apds sonicacdo. Sob estas condi¢cdes, o procedimento é realizado na
presenca de uma concentracdo acida de cerca de 0,3 mol L e a acidez do digerido é
inferior a 0,06 mol L. A otimizacdo do procedimento MUS mostrou-se uma alternativa
promissora no preparo de amostras cuja quantidade de amostra é um fator limitante na

andlise.
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Tabela 4 — Matriz do planejamento fracionario 2iv*! para avaliagdo dos fatores que afetam a microextragdo multielementar por
ultrassom com as respostas das concentracdes de Cd (RMcd) e multielementar (RMmut), mg kg, para cada matriz de manjericéo (F,

C e R) e suas respectivas correlacées de Pearson

Rcd (Mg kg™)

Rmuir*(mg kg™)

. HNO3 H20- A . . :
Experimento (%) (L) (%) t (min) Matriz Matriz
= C? R3 RMCd** = c? R3 RMmult***
! 25 25 ° 947 289 1249 2,975 7,496 7,794 8,200 2,859
2 ~ 0 25 15 823 274 1185 2,743 6,627 7,507 7,343 2,613
3 25 50 25 15 911 256 1110 2,712 7,653 6,554 6,559 2,530
4 ~ >0 25 > 895 237 1022 2,563 7,610 6,343 7,515 2,616
5 25 75 15
910 290 1173 2,880 7,223 8,340 7,353 2,788
6 75 0 75 5
858 235 1093 2,573 7,492 6,448 7,529 2,615
! 25 50 & > 926 279 1174 2,859 7,994 7,179 7,459 2,756
8 ~ 50 & 15 845 230 917 2,403 7,154 6,133 6,850 2,453
PC >0 25 50 10 934 265 1217 2,853 7,936 7,330 7,416 2,762
PC >0 25 50 10 936 257 1276 2,873 8,108 6,907 8,001 2,804
PC >0 25 50 10 797 255 1270 2,715 7,012 6,828 7,229 2,565

* Resposta Mdltipla para concentragéo dos elementos (mg kg?) de Al, Ba, Cd, Cu, Fe, Li, Mn, Sr e Zn determinadas por ICP-MS

1Correlacao de Pearson para folha = 0,80; 2 Correlacdo de Pearson para caule = 0,94; 3 Correlagdo de Pearson para raiz = 0,54

** Resposta Mdltipla de F, C e R para concentracdo de Cd (mg kg') determinada por ICP-MS

*** Resposta global Mdltipla de F, C e R para concentracdo dos elementos (mg kg?) determinadas por ICP-MS
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Figura 20 — (A) Superficie de resposta e (B) diagrama de contorno para a resposta
RMmult da concentracdo de HNO3 (%) em relacdo ao volume de H202 (uL)

5.4Validagcao da MUS

A validacdo do procedimento MUS foi realizada para todos os parametros de
mérito recomendados pelo INMETRO (2018) para determinacédo de Cd, Al, Ba, Be, Ca,
Cu, Fe, Li, K, Mg, Mn, Sr e Zn por ICP-MS. Contudo, considerando o grande volume de

dados, sera apresentado o detalhamento das informacdes graficas somente para o Cd.

5.4.1 Linearidade

A avaliacdo da linearidade da curva analitica foi feita pelo procedimento dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO), cujos resultados dos testes estatisticos sdo
apresentados na Tabela 4A (Apéndice 3). A Tabela 5 mostra a equacéo de regresséo,
LQ e LD para todos os analitos.

De modo geral, os resultados mostraram que o0s residuos apresentam
distribuicdo normal (Rcaiculado < Reritico), homocedasticidade (t. < teritico) € independéncia
a 99 % de confianga. Os resultados mostraram que a regressdo foi altamente

significativa para o modelo linear na faixa de concentracdo avaliada.
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Considerando a analise de Cd, o grafico de concentragdo versus residuos
(Figura 3A, Apéndice 3) mostra que o modelo ndo apresenta falta de ajuste, uma vez

gue ha uma dispersao aleatéria dos residuos, ndo apresentando nenhuma tendéncia.

Tabela 5 — Faixa Linear, equacao da regressao, coeficiente de correlagcéo (R), LD e LQ
do procedimento MUS (n = 10) empregando a técnica ICP-MS

Procedimento

Elemento Fai(>‘<l ag LL‘_'])e ar Regresséo ggfrféf;zgf (dRi LD LQ
(Mg L) (Mg L)

Cd 0,6 - 90 y = 12984x + 10509 0,99539 0,212 0,644
Ca 30- 90 y = 744,96x — 3295,4 0,99397 9,96 30,2
K 24 - 90 y = 102440x + 1 x107 0,93260 8,02 24,3
Mg 16 - 90 y = 60301x + 398466 0,99596 5,28 16,0
Al 14 -90 y = 768,01x + 60,275 0,99700 4,62 13,99
Ba 0,7 -90 y =11285x - 2228 0,99667 0,246 0,744
Be 0,1-90 y = 10598x - 24477 0,99817 0,033 0,099
Cu 0,9-90 y = 48182x + 58200 0,99443 0,297 0,900
Fe 4-90 y = 34651x + 17793 0,99390 1,30 3,95
Li 0,45-90 y =23807x - 34930 0,99855 0,148 0,448
Mn 0,95 - 90 y = 22545x - 15187 0,99340 0,313 0,949
Sr 0,6 - 90 y = 30365x - 64546 0,99337 0,197 0,598
Zn 15-90 y = 8284,9x + 24044 0,99146 4,90 14,9

5.4.2 Veracidade e Precisao

O material de referéncia certificado (MRC) de folha de espinafre NIST 1570a foi
empregado para avaliar o desempenho do procedimento MUS para os analitos Cd, Al,
Ca, Cu, K, Mg, Mn, Sr e Zn. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para os valores
observados em comparagéo com os valores verdadeiros.

De modo geral, os resultados mostraram boa precisado, uma vez que o DPR para
os analitos foi inferior a 9 %, exceto para o Al. As recuperagcdes médias para todos os

analitos ficaram entre 84 a 109 %, com excecdo do Al e Ca. Os resultados
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apresentaram exatidao e precisao adequadas para extragdo quantitativa de Cd, Cu,

Mn, Sr, K e Zn e parcial de Mg (84 % de recuperacao) por MUS.

Tabela 6 — Valores certificados e determinados dos metais no MRC de folha de
espinafre NIST 1570a (X = sd, n = 6), recuperacgao e precisdo por ICP-MS

Valor ~
Elemento Certificado Encontrado Re%iper;gao D(!;R E/R
X+sd(mgkg?) Xz+sd(mgkg™? ts (%) %) (%)
Cd 2,89 + 0,07 3,14+0,23 109 + 10 9,0 8,6
Al 310+ 11 21,2+25 6,85+ 0,85 11,8 -93
Cu 12,2+ 0,6 11,6 +0,7 954+71 5,6 -4,9
Mn 75,9+1,9 75,2+5,2 99,1+ 7,3 6,9 -0,9
Sr 55,6 + 0,8 55,8+ 3,5 100+ 7 6,3 0,4
Zn 82,0+ 3,0 80,7+45 98,4+ 6,6 5,6 -1,6

X £ sd (%)* X £ sd (%)

Ca 1,5270 + 0,041 0,25+ 0,02 16,5 +1,24 7,05 -84
K 2,903 + 0,052 2,536 + 0,037 87,3+2,0 1,48 -13
Mg 0,89** 0,74 £ 0,02 83,7+1,8 2,11 -17

* fracdo em massa seca (%)
** De acordo com 0 MRC, ndo ha informagfes suficientes para avaliar a incerteza associada ao valor;
portanto, nenhuma incerteza é fornecida.

Contudo, vale ressaltar que devido a indisponibilidade de MRC para microandlise
no nosso laboratdrio, foi utilizada neste trabalho uma massa 50 vezes inferior (3 mg) ao
recomendado no certificado de analise do MRC de folha de espinafre NIST 1570a.
Logo, as baixas recuperacdes de Al e Ca podem estar relacionadas a formacao de sais
e a quantidade de amostra utilizada no procedimento, uma vez que pode nao ter sido
representativa. Outro ponto a ser destacado € a interacdo do analito com a matriz que
estdo diretamente relacionadas a extracdo quantitativa (KRUG; ROCHA, 2016). Por
outro lado, com excec¢éao do Al, todos os demais elementos apresentaram DPR menores
que 9 %.

Dados da literatura mostram que a extragcdo maxima de Al em tecidos vegetais
com sonda ultrassoénica foi realizada com a utilizacdo HNOs e HCI. No entanto, a
recuperacéo variou de 18 a 85%. Quanto ao Ca, para a extracdo realizada somente
com HNOs (1,4 mol L) a recuperacéo foi de 80 a 95 % (KRUG, 2010).

Assim, na auséncia de MRC para todos os analitos estudados, foi feito um estudo
de adicdo e recuperagdo, em trés niveis de concentracdo, para as matrizes do
manijericdo (F, C e R). A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para as recuperacoes

dos analitos Ba, Be, Cd, Fe e Li.
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De modo geral, as recuperacgdes obtidas para todos os elementos variam de 90
a 110%, exceto na F paraBa, Bee Liem 0,05mgLteLiem0,015mgL*noCeR
para Be e Li para as concentracdes 0,15e 0,3 mg L*, naR paraCde Baem0,3mgL"
1 e Fe em 0,05 mg L. Contudo, os resultados apresentaram recuperacdes condizentes
com os critérios sugeridos pela AOAC - Association of Official Analytical Chemists
(INMETRO, 2018).

Tabela 7 — Porcentagem de Recuperacéo, X £ sd (%), para as os analitos determinados
nas matrizes de manjericao (F, C e R) por ICP-MS (n = 3)

Espécie Recuperacao (%)
Nivel de Concentragdo Adicionada  Matriz 0,005 mg L* 0,015mg L* 0,1mglL?
Cd 110+ 8 1015 106 £ 0,3
Ba F 86 +2 97+6 108 + 3
Be 89+4 90,9+0,4 932
Fe 93+8 101+ 14 110+ 2
Li 82+4 83,8+04 92+4
Nivel de Concentragdo Adicionada  Matriz 0,05 mg L*? 0,15mg L1? 0,3mglL?
cd C 108 + 3 99+1 1051
R 1052 108 + 4 1121
Ba C 110+ 4 1031 104+ 2
R 1092 103+ 3 111 +3
Be C 95+4 912 89+1
R 912 85+4 85+2
Fe C 104+ 6 112+ 4 103+0,3
R 112+ 12 902 909
Li C 92+5 92+2 87+1
R 90+3 85+3 83+2

5.4.3 Seletividade

A seletividade é um parametro importante para avaliar o procedimento na
guantificacdo do analito na presenca da prépria matriz de interesse e outros analitos ou
substancias interferentes (INMETRO, 2018).

Para matrizes sem o analito disponivel, o INMETRO (2018) propde o
procedimento por faixa de estudo (baixa, média e alta), com no minimo 3 replicatas por
nivel de concentracdo. Neste sentido, foi avaliado o efeito de matriz somente para
determinacao de Cd por ICP-MS (Tabela 5A Apéndice 3). Os resultados e a Figura 4A
(Apéndice 3) mostram que as matrizes de F, C e R ndo afetam a preciséo do analito e
ndo causam nenhum efeito sobre o resultado por nivel de concentracdo a 95 % de

confianga, exceto para a menor concentracao na folha (a 99% de confianca).
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544 MW versus MUS

Como o procedimento de digestdo MW € amplamente empregado no preparo de
amostras de diferentes matrizes, foi realizada uma comparagdo com o procedimento
otimizado MUS para determinacéo exclusiva de Cd por FAAS. A Tabela 8 mostra as
concentracdes de Cd (mg kg?') obtidas por ambos os procedimentos com seus
respectivos DPR para cada tipo de matriz (F, C e R).

Os testes estatisticos mostraram que ndo ha diferengas significativas, a 95 % de
confianca, nas concentracdes de Cd (mg kg?) nas trés diferentes matrizes. Para ambos
os procedimentos, o DPR foi menor que 10 %. Além disso, o procedimento MUS
apresentou melhor preciséo, o que pode estar relacionado a vantagem de utilizacédo de
frasco Unico durante o preparo das amostras.

Uma comparacédo do LD e LQ de ambos os procedimentos mostram que aqueles
determinados para o MUS foram inferiores aos obtidos por MW. Isto se deve ao fato da
utilizacdo de menor quantidade de reagentes no procedimento de microextracdo em
sonorreator. Outra vantagem do procedimento MUS em relacdo ao MW € a acidez
residual que foi menor do que 0,4% (v.vl). A Tabela 9 mostra uma avaliacdo dos
parametros empregados nos procedimentos MUS e MW.

A comparacédo de ambos os procedimentos mostra que a MUS é potencialmente
promissora para o preparo de amostras de diferentes complexidades, tendo em vista a
alta frequéncia analitica, utilizacdo de menor massa de amostra e maior precisao pelo
uso de frasco unico, baixo consumo de reagentes, menor geracdo de residuo,

procedimento rapido e seguro, menores LD e LQ e baixo custo operacional.

Tabela 8 — Comparacao dos Limites de deteccédo, quantificacdo e concentracdes de Cd
(mg kg™?) obtidos por MW e MUS para preparo das matrizes folha, caule e raiz do
manjericao (n=3)

Procedimento MW MUS
Matriz LD 0,012 mg L? 0,006 mg L
LQ 0,036 mg L 0,018 mg L
Concentragdo de Cd (mg kg™)
F 119+ 1128 129 + 1@
C 342 + 33P 326 +11°
R 1060 £ 58° 1182 + 36°

Para cada matriz, letras iguais indicam que n&o hé diferenga significativa entre cada matriz
segundo o teste t a 95 % confianca
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Segundo Bizzi e colaboradores (2017), procedimentos verdes vao além da
guestdo de reduzir reagentes e evitar a geracdo de residuos, pois os protocolos de
amostragem mais ecoldgicos devem fornecer digestdées com baixas quantidades de

carbono dissolvido combinadas a baixa acidez residual.

Tabela 9 - Avaliacdo de parametros de controle operacional para os procedimentos
MUS e MW

Procedimento

Parametros MUS MW
Reagentes HNO3s, H20 e H202

Volume de reagente 400 pL 8 mL
Tempo (min) 5 602
Sistema Aberto Fechado
Transferéncia Frasco unico Sim
Numero de amostras por hora 64 100
Temperatura °C 25 150

a20 min de aquecimento+30 min de resfriamento. ° alta pressdo

Somando-se as caracteristicas supracitadas com a vantagem do procedimento
MUS empregar apenas 3 mg amostra em 400 pL de solugcdo de HNOs/H202 para um
volume final de 2 mL, pode-se considerar que o procedimento estd em consonéancia
com os principios da quimica verde e € promissor para analises de matrizes

heterogéneas, cuja massa de amostra seja um fator limitante na analise.

5.4 Anédliseionémica de 6rgdos de manjericdo apo6s exposicado ao Cd

A concentracao total de Cd, elementos essenciais (Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn
and Zn) e ndo essenciais (Al, Ba, Be, Li e Sr) foi determinada em diferentes 6rgaos de
plantulas de manjericédo para avaliar como o Cd afeta seu crescimento. A concentracao
de elementos ndo essenciais (Figura 21) e essenciais (Figura 22) em F, C e R apresenta
diferentes perfis. Em geral, a acumulacdo de Cd em manjericao segue a ordem: raiz
> caule > folha (Figura 21A), sugerindo que esta espécie nao seja acumulada na parte
aérea. O acumulo de Cd na raiz pode ser uma estratégia para proteger a funcdo
fotossintética das folhas do estresse oxidativo e de mecanismos de tolerancia
(ZAHEDIFAR et al., 2019). Por outro lado, os resultados apresentados mostraram um
elevado fator de translocacdo de Cd em folhas e caules de manjericao (partes

comestiveis), exceto na amostra controle (sem Cd'")). Estes valores excederam o nivel
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maximo permitido de contaminantes em vegetais, de 0,2 e 0,1 mg/kg de peso Umido de
folhas e caules, respectivamente (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2009).
A concentracdo de Be em caules e raizes foi < LQ (0,099 pug L) e a
concentracéo de Li em raizes também foi < LQ (0,448 pug L) (Figura 21 D e E). Ambos
0s elementos possuem os menores raios atbmicos dos metais alcalinos e alcalino

terrosos e, portanto, alta mobilidade e acumulacdo em folhas.
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Figura 21 — Concentracdes de Cadmio (A), aluminio (B), bario (C), berilio (D), litio (E)
e estroncio (F) em folhas, caules e raizes de manjericdo expostas a diferentes
concentracdes de Cd" (0; 1,0; 3,6; 5,0; 10,0; 25,0, 50,0 e 100,0 uM), n=3.

Assim como o Cd, Ba (Figura 21 C) acumulou preferencialmente nas raizes em
todas as concentracbes abordadas neste estudo. Enquanto Sr (Figura 21 F) mostrou
acumulagdo na raiz somente para as maiores concentragdes (Cd" >10,0 uM).

A translocacdo dos macronutrientes Ca e Mg (Figura 22 A e E) para a folha é
favorecida pela presenca de Cd, enquanto para o K, Cu, Fe, Mn e Zn (Figura 22 B, C,

D, F e G) o inverso é observado.
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De modo geral, Be, Li, Ca e Mg (3,6 a 50,0 uM de Cd"), Mn (sem Cd") e Sr (0O
até 5,0 uM de Cd") acumularam preferencialmente em folhas, enquanto K foi mais alto
em caules para Cd" < 25,0 uM. Comparado ao grupo controle, altas concentracdes de
Cu, Mn, Sr (Cd" =2 25,0 uM) e Zn foram observadas em raizes sob qualquer
concentracao de exposicao, exceto para Mn e Zn a 0 1,0 pM.

A morfologia do manjericao contribuiu para as raizes reterem altas teores de Cd,
ja que plantas com numerosas raizes finas acumulam mais metais (DAS; SAMANTARAY;
ROUT, 1997). Entretanto, esta espécie apresenta baixa tolerancia ao Cd, diminuindo o
crescimento e desenvolvimento, refletindo em baixa quantidade de massa de amostra.

Os resultados obtidos neste estudo provaram que o Cd causa forte alteracdo nas
concentracdes e distribuicdes de elementos essenciais e ndo essenciais. As plantulas
de manjericdo expostas a diferentes concentracdes de Cd' exibiram um padrdo
especifico de distribuicdo nos 6érgaos, entdo o estudo ionbmico é uma ferramenta
valiosa para explicar as particularidades de cada interacao.

Além disso, a comparacao com dados da literatura é uma tarefa complexa, pois
a translocacéo e acumulacéo de Cd esta relacionada as espécies vegetais, a interacdo
entre cultivares e metais, o estagio de desenvolvimento, as condic¢des, formas e periodo
de cultivo, as diferentes funcdes das raizes (coleta seletiva de ions do solo) e da parte
aérea, além dos niveis de exposicdo ao elemento toxico (KUPPER; ANDRESEN, 2016;
LI et al., 2016; ZAHEDIFAR et al., 2019). Contudo, ¢é interessante avaliar a dindmica
dos elementos sob diferentes aspectos, a fim de verificar quais s&o similares aos
resultados obtidos para o manjericao.

Assim, foi avaliado como os elementos Ba, Be, Ca, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Sr e
Znem F, C e R podem ser empregados na discriminagao das respostas de plantas ao
estresse por Cd. Para esta avaliacdo, foram consideradas as concentracdes de Cd" a
partir da ECso (0; 3,6; 5,0; 25,0; 50,0; 100,0 uM) para todos os elementos, exceto Al.

A Figura 23 mostra diversas correlagdes positivas (circulos azuis) e negativas
(circulos vermelhos) entre Cd e os elementos, definindo o perfil iondmico para cada
orgao da planta. Em geral, as correlagdes com Cd foram positivas com os distintos
elementos nas F e R, enquanto correlagfes negativas foram mais evidentes em C. Além

disso, as folhas apresentaram as correla¢cdes de maior significancia entre os elementos.
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O Cd" é absorvido em células vegetais possivelmente por canais de Ca?* e
transportadores Fe?* e Zn?* (ZIP), como mecanismo de protecdo contra a toxicidade ou
como resultado da concorréncia (CLEMENS, 2006; VERBRUGGEN; HERMANS;
SCHAT, 2009a). Isto explica as correlagbes altamente positivas (r > 0,94 e p < 0,05,
teste de Pearson) entre Cd-Ca e Cd-Zn na raiz. E interessante notar que Cd e Ca
apresentaram altas correlagbes em todos os 6rgdos do manjericdo, provavelmente

porque compartiham o mesmo sistema de translocacdo. A espécie Arabidopsis
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thaliana L. demonstrou que os canais de Ca?* da célula protetora da membrana
plasmatica séo altamente permeaveis ao Cd", o que sugere que o Cd" é capaz de imitar
o Ca?* e entrar nas células usando os canais do Ca (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002).
Além disso, a concentracédo de ions Ca?* é muito maior durante o estresse por Cd, o
gue estimula e interage ainda mais com proteinas conhecidas como calmodulina-
proteinas (AMIR et al., 2019).

Nos resultados obtidos para folhas, o Fe apresentou correlacdo positiva com o
Cd (p < 0,05, teste de Pearson), reforcando a hipétese de que o Fe se acumula
preferencialmente na raiz, mas pode translocar para o érgao de alta demanda (folhas)
apresentando efeito sinérgico com Cd. A literatura discute a competicédo entre Cd e Fe
para as partes superiores das plantas e retencdo de Fe pelas raizes de H. annuus L.
(LOPES JUNIOR; MAZZAFERA; ARRUDA, 2014) e japonica (LIU; HE; CHEN, 2011).
Um efeito sinérgico na raiz também foi relatado entre Cd e Fe com a aplicacdo de 20
MM e 80 uM de Cd em plantas de P. glomerata (SKREBSKY et al., 2008).

O ferro é um elemento essencial para as plantas e esta envolvido em processos
de respiracdo, biossintese de clorofila e fotossintese, além de atuar como cofator em
enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons ou oxigénio. Ele é translocado das
raizes para partes com alta demanda de Fe (KOBAYASHI; NOZOYE; NISHIZAWA,
2019). O Cd pode superar o Fe durante a absorc¢éao radicular, promovendo a deficiéncia
de Fe e estimulando o gene IRT1, favorecendo uma absorcéo desequilibrada de outros
metais em relagéo ao Fe (LESKOVA et al., 2017).

O zinco desempenha um papel metabdlico essencial nas plantas, atuando como
componente de uma grande variedade de enzimas, tais como desidrogenases,
proteinases, peptidases e fosfohidrolases (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). O Zn
tem propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao Cd e compete pelos locais de
ligacdo no solo e na superficie das raizes para a absorgéo pela planta (RIZWAN et al.,
2016). Os resultados (p < 0,05, teste de Pearson) para folhas e caules apresentam
correlacdes negativa e positiva (r = -0,42 e r = 0,32, respectivamente). Nas raizes, foi
observada uma alta correlacéo entre Cd e Zn (r = 0,94).

Em geral, o Cd alterou negativamente a absorcao de Zn nas folhas, contribuindo
para a atividade das enzimas do metabolismo e sintomas dos carboidratos como
clorose e necrose foliar (MARSCHNER, 2012). Distribuicdo oposta foi observada nas
raizes, sugerindo que o Cd pode estimular a atividade dos transportadores de Zn e a

formacdo de complexos, como as metalotioneinas (COBBETT, 2000), porque as
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moléculas dependentes e ligantes de Zn sdo alvos da toxicidade do Cd (CLEMENS,
2006). Entretanto, as interacbes Zn-Cd parecem controversas, uma vez que Sao
relatados efeitos antagdnicos e sinérgicos nos processos de absorcdo e transporte
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; SKREBSKY et al., 2008).

O Cadmio também tem semelhangca quimica com o cobre, estimulando a
atividade dos transportadores de Cu presentes na célula das raizes da planta (LOPES
JUNIOR; MAZZAFERA; ARRUDA, 2014). O Cu é um micronutriente com fungéo na
fotossintese, respiracdo, metabolismo de C e N, atuando contra o estresse oxidativo
(MARSCHNER, 2012) e como cofator de proteinas (PRINTZ et al., 2016). Os resultados
demonstraram correlagdes significativas de Cd-Cu (p < 0,05, teste de Pearson) em
folhas e raizes (r > 0,70) e caules (r=-0,77), indicando a translocagéo de Cu das raizes
para as folhas.

Em concordancia com alguns resultados obtidos para o caule em nosso estudo,
Zahedifar et al. (2019) também reportaram que Mn, Zn e Cu estavam negativamente
correlacionados com Cd na parte aérea provavelmente devido a competicdo entre Cd
e 0s metais absorvidos nas raizes. A correlacdo negativa no caule entre Cu e Cd
observada em nosso estudo pode estar relacionada a sua translocacao do caule para
a folha. Resultados similares também foram obtidos para a planta L. japonica (LIU; HE;
CHEN, 2011), com correlacdo negativa e positiva entre Cd-Mn e Cd-Fe,
respectivamente, nas raizes e correlagdo negativa com Cd-Fe/Cu nos caules. A
literatura relatou diferentes correlagbes de Cd com Zn e Cu, dependendo da matriz
(DONG; WU; ZHANG, 2006; SKREBSKY et al., 2008).

Estroncio acumulou em todos os 6rgdos de manjericdo, com forte correlacao
positiva com o Cd, o que sugere a auséncia de barreiras para translocacéo. Nas folhas
e raizes, a translocacao foi semelhante ao Ca, provavelmente devido a propriedades
fisicas e quimicas similares de seus ions (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008).
Entretanto, as interagbes entre Sr e Ca s&o complexas e Sr normalmente ndo pode
substituir Ca em fungdes bioquimicas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

Em relacdo ao Mn, elemento essencial para a fotossintese, a interagdo com Cd
mostrou um efeito antagénico (p < 0,05, teste de Pearson) em folhas e caules. Para a
raiz, ha uma correlagéo pouco significativa (r = -0,17, p < 0,05, teste de Pearson) sem
relacdo linear entre os elementos. Entdo, as concentragcdes de Mn diminuiram
significativamente na parte aérea em fungédo do aumento da concentracao de Cd. Ele

pode promover um estimulo da atividade dos transportadores de Mn?* na membrana
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das raizes (LOPES JUNIOR; MAZZAFERA; ARRUDA, 2014) e/ou inibicio da atividade
da proteina transportadora IRT1 associada ao seu transporte das raizes para o caule
em plantas mais altas (VERBRUGGEN; HERMANS; SCHAT, 2009b).

Bério e Berilio sdo relatados aparentemente como componentes ndo essenciais
de planta (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Na presenca do Cd, Ba apresentou
um efeito antagonico (p < 0,05, teste de Pearson) com Cd, Be, Ca, Cu, Fe, Li, Mg e Sr
em folhas e com Cu e K em caule de manjericdo. Por outro lado, Be apresentou alta
correlacao positiva (r = 0,897 e p < 0,05, teste de Pearson) com Cd em folhas. Berilio
€ conhecido por concentrar-se principalmente em raizes (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001), mas nossos resultados mostraram que a presenca do Cd pode
promover a translocacéo de Be das raizes para as folhas.

Além do Be, Li acumula nas folhas e no caule e apresentou alta correlacao
positiva com Cd (r > 0,70 e p < 0,05, teste de Pearson), acumulando-se nestes 6rgaos
a medida que a concentracdo de Cd aumentou. Litio aparentemente compartilha os
transportadores de K* e, portanto, é facilmente translocado para as folhas (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001). Litio é considerado um elemento ndo essencial
(SHAHZAD et al.,, 2016) e o Cd geralmente nado utiliza transportadores/canais
dedicados a cations monovalentes. Logo, o efeito do Cd na translocacdo de metais
alcalinos pode ser uma forma de inibicdo ndo competitiva (SOLTI et al., 2011).

Os mecanismos de transporte para K, Mg e Ca discrimina céations divalentes ou
monovalentes, maiores ou menores (SOLTI et al., 2011). Nossos resultados apontam
gue o Cd tem alta correlacdo negativa com Ca, K e Mg no caule e K nas folhas (p <
0,05, teste de Pearson). Neste sentido, nossos resultados sugerem que o Cd entra nas
células e compete com elementos essenciais (K, Mg, Ca e Fe) por meio do mesmo
transportador transmembrana (DAS; SAMANTARAY; ROUT, 1997).

O potassio participa da sintese de proteinas, metabolismo de carboidratos,
ativacdo de enzimas, equilibrio catibnico, osmoregulacdo, movimento da agua na
planta, transferéncia de energia, transporte do floema e desempenha um papel
mitigador em varias tensdes abidticas, tais como toxicidade de metais
(HASANUZZAMAN et al., 2018; WANG et al., 2013). Entdo nossos resultados sugerem
gque o Cd diminui a absorgcédo e distribuicdo de K, comprometendo varias funcdes
celulares.

A suplementacdo de Cd" também afeta o aparelho fotossintético da planta,

perturbando seu equilibrio hidrico e inibindo a abertura dos estématos (CLEMENS,
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2006). O Magnésio € um elemento muito importante para o fotossistema da planta
(LOPES JUNIOR; MAZZAFERA; ARRUDA, 2014) e pode estar fortemente ligado por
covaléncia como ocorre na molécula de clorofila (MARSCHNER, 2012), onde o Cd"
pode substituir o Mg?* como ion central (KUPPER; KUPPER; SPILLER, 1996).
Magnésio foi positivamente correlacionado com Fe em todos os 6rgaos, e o oposto foi
observado para a interacdo de Mg e Mn nas folhas. Esta oposi¢cao pode ser atribuida
as suas propriedades quimicas similares e valéncia ibnica idéntica, sugerindo
competicado ou compartilhamento pelos mesmos locais de transporte.

Neste sentido, folhas, caules e raizes apresentaram relagfes diferentes com o
Cd, uma vez que elementos com propriedades analogas sdo absorvidos em plantas
gue utilizam os mesmos caminhos e transportadores ou quelantes (DU et al., 2020).

As respostas iondmicas sob estresse ao Cd em plantulas de manjericdo também
foram caracterizadas por PCA (Figura 24 A e B) e HCA (Figura 25). Em PCA, dois
componentes principais explicaram 75,32% da variacéo total, separando as amostras
em trés grupos diferentes (folhas, caules e raizes).

PC1 acumulou 49,43% da variancia total, separando as raizes das folhas e
caules. PC2 separou os caules e as amostras de controle das folhas e raizes nas
concentracfes mais altas (4 e 5). No PC1, os loadings Cd, Cu, Fe, Mg, Sr e Zn estao
localizados no eixo positivo e influenciaram a separacéo das raizes das folhas, no eixo
negativo. Isso significa que a raiz, em sua exposicao mais alta de Cd, acumula
micronutrientes como Cu, Fe e Zn, macronutrientes como Mg e ndo-essenciais como
Sr e Cd. Em PC2, Li, Be e Ca influenciaram a separacéo das folhas e do caule das
raizes. As folhas devem preferencialmente acumular estes elementos quando
comparado ao caule. Além disso, Cd est& intimamente relacionado com Zn, Cu e Sr,
enquanto plantulas tratadas com menor concentracdo de Cd" (< 5 uM e controle)
estavam intimamente relacionadas com K. Em HCA, o dendrograma também mostrou
uma clara separacdo entre raizes de folhas e caule. Novamente, 0os maiores
tratamentos de Cd nas raizes foram distinguidos das folhas e do caule (Figura 25).

De modo geral, PCA e HCA sao ferramentas usadas para separar amostras de
acordo com suas semelhancas. Em nosso estudo, foram usadas para agrupar amostras
de manjericao expostas a diferentes concentragcdes de Cd para elucidar o perfil
iondmico. Neste sentido, ndo se trata apenas de um conjunto de informacgdes sobre a

composicado mineral, mais do que isso, foi uma estratégia para investigar correlacdes e
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interagcOes de elementos, refletindo os perfis elementares e a adaptagao da planta ao
estresse.

Apesar do numero pequeno de amostras, as informacdes na PCA mostraram
gue as maiores concentracfes de Cd favoreceram o acumulo nas raizes de Ca, Cu,
Mn, Sr e Zn, incluindo o Cd. Além disso, foi identificada uma estreita relacdo do Cd com
Zn, Cu e Sr, discutida acima. Resultados similares foram relatados para Cd, Zn e Cu
em arroz (FENG et al., 2017). As folhas de manjericéo tratadas com alta concentracéao
de Cd foram discriminadas pelas contribuicbes de Li, Be e Ca. Enquanto as raizes,
orgdo acumulador do Cd, discrimina Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Sr e Zn, sendo observado
gue para a concentracdo de Cd <5 pM estao relacionados a K, Ba e Mn. A PCA mostrou
também uma distribuicdo espacial dos diferentes 06rgdos, consistente com o
crescimento morfolégico da planta sob estresse ao Cd. Portanto, as folhas e raizes sédo
os principais reguladores de nutrientes e elementos ndo essenciais na planta de
manijericao.

Em complemento ao estudo ionébmico, a metaboldmica € uma poderosa
ferramenta para compreender como o Cd afeta o metabolismo de diferentes compostos
necessarios ao desenvolvimento e defesa das plantas. A identificacdo destes
compostos pode ajudar a compreender a dinAmica da translocacéo e fixacdo de Cd e
0s mecanismos de defesa vegetal ao metal toxico. Neste sentido, a ionizacdo ambiente
por PS-MS e DESI-MSI mostraram-se como poderosas técnicas para identificacdo dos
metabalitos.

86



T
¥ Folhas |
+ Caules |
B Raizes |

|
|
|

=N
T

| 7

¥2
bl

e V:m'mlw— —————————
Ak ontrol _

+ 1 ICDm.rDFa1

Scores on PC 2 (25.80%)

|
|
|
| 1 1 | | 1 |
5 -4 -2 0 2 4 6
Scores on PC 1 (49.43%)

03F '

025+

e
O — G T — — — — — — — 1

PC 2 (25.89%)

0.1 ‘%n | Yool 1

Y _

| 1 1
0.2 0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
PC 1 (49.43%)

Figura 24 — Grafico de escores para todas as amostras (folhas, caules e raizes) (A) e
grafico de loadings (B) gerado pela PCA com diferentes concentracdes de Cd: controle
(0 uM); 1 (3,6 uM); 2 (5,0 uM); 3 (25,0 uM); 4 (50,0 uM) e 5 (100,0 uM).
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e 5(100,0 uMm).

5.5 Identificacdo de GSH, PCs, derivados e complexos de Cd por PS-MS

A raiz é o tecido vegetal fundamental na compreensdo dos mecanismos de
defesa da planta ao metal téxico, pois absorve o Cd disponivel e o concentra como
meio de minimizar a translocacéo para a parte aérea. A maioria das espécies vegetais
acumula Cd preferencialmente na raiz, motivando varios estudos neste 6rgao vegetal.

Logo, a andlise dos peptideos por PS-MS foi realizada somente na raiz do grupo
controle e contaminado a 10 uM de Cd" (Figura 26). Os extratos das raizes, obtidos
apos procedimento de preparo descrito no item 4.8, foram imediatamente analisados e,
no intervalo das medidas armazenados em um banho de gelo. Este cuidado no
armazenamento é necessario para preservagdo dos analitos, uma vez que a técnica
requer a constante mudanca do triangulo e ajustes da plataforma.

A Tabela 10 apresenta os 23 compostos detectados por PS(+)-MS na amostra
de raiz controle e 10 uM, confirmados por MS/MS. Os compostos iso-PC2(Cys), des-
Gly-PCs, iso-PCs(Ser), iso-PCs(Asn), iso-PC3(GIn) e iso-PCs3(Glu), bem como os
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complexos de Cd, nédo foram detectados na amostra controle. A Figura 27 (A, B e C)
mostra os espectros de fragmentacdo da GSH, hGSH (homoglutationa) e GSSG
(glutationa oxidada), respectivamente. Os demais espectros de fragmentacdo séo
apresentados nas Figuras 5A - 9A (Apéndice 4). Os fragmentos caracteristicos dos ions
moleculares protonados [M + H]* das PCs e seus derivados foram comparados com
aqueles obtidos por ESI-MS descritos na literatura e apresentados na ultima coluna da
Tabela 10. Todos os espectros de massas obtido para biotidis (nUmero 1 a 18 - Tabela
10) mostram sinais em m/z 233, exceto os ions m/z 844 e 829, de forma semelhante
com resultados obtidos por Mou e colaboradores (2016).

Figura 26 — Foto de manjericao (Ocimun basilicum L.) ap6s 14 dias de suplementacao
com Cd'". Amostra controle (esquerda) e contaminada a 10 pM de Cd" (direita). Fonte:
Propria

Como exemplo, a GSH (C10H17N306S) tem ion molecular protonado a m/z 308
[M+H]* no espectro full scan. Seus fragmentos caracteristicos sdo m/z 233, 179, 130,
correspondentes a perda de uma molécula de glicina, Gly (-75 Da), uma molécula de
acido glutamico (-129 Da), e um grupo Cys-Gly (-178 Da), respectivamente (MOU et
al., 2016) (Figura 25 A). A perda de residuo da glicina resulta no fragmento principal de
GSH e de PCs e seus derivados (m/z 233 corresponde ao grupo yGlu-Cys). Além disso,
0 espectro MS? também mostra um pico em m/z 290, m/z 262 e m/z 179
correspondentes a perda de agua (M-18), grupo CO (M-28) e NHs (M-17). Analises

semelhantes séo observadas para todos os peptideos identificados neste trabalho.
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N° Tentz';\t.wa ole an Férmula m/z Fragmentos de ions MS/MS Peptideos/Complexos Ref
Identificagéo Selecionado
1 GSH [M+H]* C10H17N306S 308 130, 179, 233, 262, 290 (yGluCys)Gly [1,2]
2 hGSH [M+H]* C11H19N306S 322 130, 145, 176, 191, 233, 305, (yGluCys)BAla
3 PC: [M+H]* Ci18H29N5010S2 540 162, 179, 233, 248, 291, 308, 336, 362, 377, 411, 439, 522 (YGluCys)Gly [1]
4 hPC: [M+H]* C19H31N5010S2 554 130, 191, 233, 320, 362, 423, 465 (YGluCys)2BAla [2]
5 des-Gly-PC: [M+H]* C16H26N409S2 483 130, 233, 251, 354, 308, 465 (YGluCys)2 [1]
6  des-Cys-iso-PC2(Glu) [M+H]* C18H2sN4011S 509 233, 277, 309, 363, 380, 407 des-Cys-iso-PC2(Glu) [1]
7 is0-PCa2(Ser) [M+H]* C19H31N5011S2 570 209, 233, 248, 337, 352, 362, 441, 465 (yGluCys)2Ser [1]
8 iso-PC2(Cys)* [M+H]* C19H31N5010S3 586 233, 248, 337, 351, 362, 465 (yGluCys)2Cys [1,3]
9 iS0-PC2(Asn) [M+H]* C20H32N6011S2 597 233, 263, 363, 465, 579 (YGluCys)2Asn [1]
10 iso-PC2(GIn) [M+H]* C21H34N6011S2 611 203, 233, 248, 334, 362, 277, 535 (YGluCys)2GIn [1]
11 is0-PC2(Glu) [M+H]* C21H33Ns5012S> 612 174, 205, 233, 249, 277, 344, 380, 406, 437, 480 (YGIluCys)2Glu [1]
12 GSSG [M+H]* C20H32N6012S2 613 205, 233, 307, 483, 541, 595 (yGluCys)2Gly2 [3]
13 PCs [M+H]* C26H41N7014S3 772 308, 377, 411, 465, 568, 539, 610, 643, 754 (YGluCys)sGly [1]
14 des-Gly-PCs" [M+H]* C24H38Ns013S3 715 233, 249, 353, 362, 465, 481, 697 (YGluCys)s [1]
15 iso-PCs(Ser) * [M+H]* C27Ha3N7015S3 802 233, 307, 339, 424, 493, 481, 765 (YGluCys)sSer [1]
16 is0-PC3(Asn) * [M+H]* C28H44Nsg015S3 829 309, 364, 466, 538, 580, 595, 623, 670, 698, 710, 741, 811 (yGluCys)sAsn [1]
17 is0-PCs3(GIn) * [M+H]* C20H46Ns015S3 843 233, 309, 365, 437, 465, 437, 465, 538, 555, 712, 825 (yGluCys)sGIn [1]
18 is0-PCs3(Glu) * [M+H]* C20H45N7016S3 844 307, 377, 509, 555, 605, 696, 740 (YGIuCys)sGlu [1]
19 Cys-Cd-Cys” [M+H]* CeH12N204S2Cd 355 120, 234, 266, 309, 337 Cys-Cd-Cys [4]
20 GSH-Cd" [M]* CioH16N306SCd* 420 318, 346, 374, 402 (yGluCys)Gly-Cd [4]
21 Cys-Cd-GSH® [M-+H]* CisH22N4OsS:,Cd 541 233, 306, 423, 598, 624 (yGluCys)Gly-Cd-Cys  [4]
22 Cd-PCz’ [M+H]* Ci18H27N5010S2Cd 652 247, 276, 306, 361, 379, 404, 490 (YGluCys)2Gly-Cd (5]
23 GSH-Cd-GSH’ [M+H]* C20H32N601252Cd 727 233, 306, 423, 581, 598, 624 (VGIUCys)Gly-Cd- [4,5]

(yGIluCys)Gly

*N&o detectado na amostra controle (0 uM de Cd”)

[1] MOU, CAOQ, et al., 2016; [2] OVEN, RAITH, et al., 2001; [3] CHASSAIGNE, VACCHINA, et al., 2001; [4] RUBINO, PITTON, et al., 2006; [5] NAVAZA,

MONTES-BAYON, et al., 2006

Tabela 10 — GSH, PCs, seus derivados e complexos de Cd identificados em manjericao por PS(+)-MS por longo tempo de exposi¢cao
ao Cd (14 dias)
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em raiz contaminada de manjericao a 10,0 uM de Cd durante 14 dias
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Além das PCs livres e seus derivados, as analises dos extratos de raizes de
manjericao expostas ao Cd (10 uM) também apresentaram complexos de Cd. A Figura
28 ilustra os fragmentos caracteristicos do complexo Cd-GSH (C10H16N306SCd, ion a
m/z 420 [M]*). lons fragmento m/z 402, 318, 307 e 346 correspondem,
respectivamente, a perda de uma molécula de H20 (-18 Da), um residuo de Gly e Cys
(-102 Da), um Cd (-112 Da) e um residuo de Gly (-74 Da). Analises similares foram
aplicadas aos espectros de fragmentacao para outros complexos (Cys-Cd-Cys (m/z
355), Cys-Cd-GSH (m/z 541), Cd-PC2 (m/z 652) e GSH-Cd-GSH (m/z 727)) conforme
a Fig. 9A (Apéndice 4).

Todos os espectros para os complexos de Cd sdo comparaveis aos obtidos por
ESI-MS descritos na literatura (Tabela 10). Contudo, os espetros full scan para os
complexos de Cd ndo mostraram o padrdo isotépico para o Cd. Isto pode estar
relacionado a baixa sensibilidade da técnica e a concentracdo destes analitos nos
extratos de raizes, que se confunde com o ruido. Neste caso, somente uma técnica

de alta sensibilidade e resolugéo poderia auxiliar na confirmagéo dos compostos.
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Os resultados mostraram que Ocimum basilicum L sintetiza GSH, hGSH, hPCx,
des-Gly-PC2, PC2-3, des-Cys-iso-PC2(Glu), iso-PC2(Ser), iso-PC2(GIn), iso-PC2(Asn),

iso-PC2(Glu), uma vez que estes peptideos foram encontrados na amostra controle.

92



A presenca de hPC2 e hGSH é uma evidéncia de que esta espécie vegetal possui
enzimas especificas para a sintese destes peptideos. A Figura 29 mostra a
intensidade do sinal para GSH, hGSH, PC2, hPC2, GSSG e PCs para as amostras de
raizes controle e contaminada (10 uM) cultivadas por 14 dias. Com excec¢ao da GSH,
a intensidade dos sinais para todos os compostos aumenta com o aumento do tempo
de exposicdo ao Cd", sugerindo a ativacdo de mecanismos de defesa da planta.
Semelhancas séo reportadas para raizes de arroz expostas ao Cd'" (MOU et al., 2016).

Somente para a GSH livre, a intensidade do sinal ndo difere estatisticamente
para as plantas do grupo controle e contaminada, a 95 % de confianca. A intensidade
dos sinais para hGSH, PCz, hPC2 e GSSG foram os mais altos em comparagdo com
0 grupo controle. Isto indica uma resposta positiva das plantas para regular a sintese
de GSH com uma possivel adaptacao ao estresse e estimulo a formacao de PCs como
mecanismos de defesa. Neste caso, os derivados da GSH apresentaram resposta ao
estresse metalico. Entretanto, a variacdo do conteudo de GSH pode estar diretamente
relacionada com a forma e condi¢ées de cultivo, exposicdo a concentracdo de Cd'" e
espécies vegetais. Por exemplo, os resultados deste trabalho sdo similares aos
obtidos para a cevada e alface cultivadas a 1 e 5 uM de Cd" (AKHTER; MCGARVEY;
MACFIE, 2012), mas em raizes de arroz a concentracdo de GSH foi superior quando

comparado as raizes contaminadas por Cd' a 50 - 100 uM (MOU et al., 2016).
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Figura 29 — Intensidade de sinal para m/z 308 (GSH), m/z 322 (hGSH), m/z 540 (PC>),
m/z 613 (GSSG) e m/z 554 (hPC2) por PS(+)-MS para raizes de manjericdo do grupo
controle (0 uM) e 10 uM de exposicéo ao Cd" (14 dias, n = 2)
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Homalogos de GSH e PC2 também foram detectados em plantas, sendo que a
hGSH é uma das mais frequentemente observada e sua sintese requer uma enzima
especifica, a glutationa sintetase (GSHS) ou a homoglutationa sintetase (hGSHS)
(HOSSAIN et al., 2017). Em geral, hGSH tem funcdes similares a GSH e podem ser
afetadas diferentemente pelo estresse em espécies vegetais capazes de sintetizar
tanto hGSH quanto GSH, mas a importancia de tais efeitos ainda ndo esta clara
(ZAGORCHEV et al., 2013). Estudos mostram que o hGSH coexiste com o0 GSH na
planta da familia Leguminosae (HASANUZZAMAN et al., 2017), mas os resultados
desta pesquisa confirmam que o manjericdo também é capaz de sintetizar a hGSH.

A alta razdo de GSH/GSSG é fundamental em muitas fungdes fisiologicas, e
uma diminui¢do nesta relacdo pode ser um indicador de estresse oxidativo (HOSSAIN
et al.,, 2017). GSH também é um metabdlito sinalizador na homeostase celular,
fundamental em reacdes de defesa e desenvolvimento de plantas e pode apresentar
as formas de GSH e GSSG, em funcdo da atividade da enzima glutationa redutase
em detrimento do NADPH (HOSSAIN et al.,, 2017). Entdo, os resultados desta
pesquisa podem indicar a formacao de metabdlitos onde a GSH é precursora, uma
vez que havera uma maior concentracdo de Cd acumulado na raiz potencializando as
respostas de defesa da planta.

Para demonstrar a capacidade do manjericdo de se defender ao metal téxico
em funcdo do tempo de cultivo, foi analisado o acimulo de GSH, PCs e complexos
formados apés 7 e 14 dias de exposicdo ao Cd'" (Figura 30 e 31).

Os resultados sugerem que o tempo de exposicdo ao Cd é um fator
determinante para estimular uma resposta diferente a planta sob estresse. A Figura
30 mostra que a intensidade do sinal durante um longo tempo de exposi¢cdo ao Cd
aumenta para m/z 509, 586, 597, 612, 829 e 843, provando que estes compostos
podem ser biomarcadores do manjericdo para exposicdo prolongada ao Cd'. Em
contraste, a intensidade dos sinais para os ions m/z 308, 322, 540, 554, 570, 611,

715, 802 e 844 foi maior para 0 menor tempo de exposicao.
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Figure 30 — Comparacédo da intensidade de sinal para m/z 355 (GSH), m/z 420
(hGSH), m/z 483 (des-Gly-PC2), m/z 509 (des-Cys-iso-PC2(Glu), m/z 540 (PCz), m/z
554 (hPC2), m/z 570 (iso- PC2(Ser)), m/z 586 (iso-PC2(Cys)), m/z 597 (iso-PC2(Asn)),
m/z 611 (iso-PC2(GIn)), m/z 612 (iso-PC2(Glu)), m/z 613 (GSSG), m/z 715 (des-Gly-
PCs), m/z 772 (PCs), m/z 802 (iso-PCs(Ser)), m/z 829 (iso-PCs(Asn)), m/z 843 (iso-
PC3(GIn)), m/z 844 (iso-PC3(Glu)) para amostras de raizes de manjericdo exposto a
10 uM por 7 e 14 dias (n = 2)

O tempo de cultivo esta diretamente relacionado a formacao dos complexos em
resposta a exposicado ao Cd. A Figura 31 mostra que no menor tempo de cultivo do
manjericdo ocorreu a formacgdo preferencial de espécies simples (Cys-Cd-Cys, m/z
355 e GSH-Cd, m/z 420). A intensidade do sinal para Cys-Cd-GSH (m/z 541), em
ambos os tempos de cultivo, ndo apresenta diferencas significativas, a 95 % de
confianca. Além disso, as espécies Cd-PC2 (m/z 652) e GSH-Cd-GSH (m/z 727) foram
formadas somente no maior tempo de cultivo. Estes resultados sugerem que o longo
tempo de exposi¢cdo ao Cd induz a formacao de diversos complexos no manjericdo
como resisténcia ao aumento da acumulacdo de Cd nos diferentes o6rgéaos,
especificamente na raiz. No menor tempo de cultivo, as plantulas sintetizaram
complexos mais simples, pois estavam no processo inicial de desenvolvimento e de

adaptacao as condic¢des de cultivo.
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Figura 31 — Comparacéo da intensidade de sinal para m/z 355 (Cys-Cd-Cys), m/z 420
(GSH-Cd), m/z 541 (Cys-Cd-GSH), m/z 652 (Cd-PC), m/z 727 (GSH-Cd-GSH), de amostras
de raizes de manjericdo exposto a 10 uM por 7 el4 dias (n = 2)

Os resultados alcangados indicaram que a técnica de ionizagdo ambiente por
PS-MS foi aplicada com éxito na deteccdo das PCs e seus derivados. Além disso, é
uma técnica promissora para analise de outros metabdlitos com as vantagens de ser
um procedimento simples de preparo de amostras, com minimo consumo de
reagentes, tempo reduzido de andlise e aplicAvel a pequenas quantidades de

amostras.

5.6 Identificacdo de diferentes metabdlitos por DESI-MSI empregando imprint

da folha de manjericdo em placade TLC

As folhas de manjericdo de diferentes concentracdes de Cd' foram analisadas
por imprint (modo positivo) e analise direta (modos positivo e negativo), devido as
caracteristicas do tecido vegetal. A andlise direta mostrou imagens auténticas da
distribuicao real dos metabdlitos e similares ao imprint, com raras excecgoes.

As analises por DESI-MSI foram realizadas no laboratorio ThoMSon da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Para as primeiras imagens foi feito o
imprint de folhas em membrana PTFE e placa de TLC, a fim de avaliar o melhor

substrato para a dessorcdo dos analitos.
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A andlise do imprint de folhas foi uma estratégia para avaliar como a exposicao
do manijericdo a diferentes concentra¢ées de Cd" (0; 1,0; 3,6; 5,0; 25,0 e 50 uM) afeta
o0 metaboloma da planta. A Figura 32 (A e B) apresenta as amostras e seus
respectivos imprints em membrana PTFE e placa de TLC, respectivamente, para a
analise simultanea por DESI-MSI. A Figura 33 mostra a comparacdo das imagens
obtidas para estes imprints, cuja cor vermelha das imagens representa a intensidade

maxima dos analitos nas amostras.

(B) Placade TLC

Figura 32 — Folhas nas concentracdes (0; 1,0; 3,6; 5,0; 25,0 e 50 puM) apds o imprint
e seu imprint em (A) membrana PTFE (B) placa de TLC
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100 %

(B) Placa de TLC

Figura 33 — Comparacao do imprint de folhas nas concentragdes (0; 1,0; 3,6; 5,0;
25,0 e 50 uM) em diferentes substratos: (membrana PTFE) (A) e placa de TLC (B).

Embora as andlises tenham empregado folhas diferentes de uma mesma
planta, a placa de TLC foi o melhor substrato, uma vez que as imagens apresentaram
melhor definicdo, menor espalhamento do extrato, menores desvios de massa, bem
como maior confiabilidade na distribuicdo espacial dos analitos nas diferentes folhas.
Logo, todas as demais analises por imprint foram realizadas em placa de TLC. Além
disso, o0 numero de imagens obtidas pelo imprint na placa TLC foi aproximadamente
5 vezes superior a membrana PTFE.

Os analitos de interesse (fitoquelatinas, seus derivados e os complexos de Cd)
nao foram detectados nas amostras analisadas por DESI-MSI devido, provavelmente,
as condi¢cdes de analise (tempo, temperatura e solvente). Contudo, os resultados
permitiram uma avaliacdo metabolémica untarget, pois foram obtidas, no minimo, 200
imagens (ni = numero de imagens) de diferentes metabdlitos em cada anélise.

A Tabela 8A (Apéndice 5) mostra a classificagdo dos metabolitos identificados,
tais como aminoacidos e peptideos (43), flavonoides (28), fitohormdnios e derivados
(6), acidos organicos (9), carboidratos e conjugados (10), alcaloides (4) e outros (68),
com seus respectivos desvios de massas (ppm), CID (Compound identification
number - nimero de identificacdo de composto) e nivel de identificacéo.

Os niveis de identificacdo sao definidos como nivel 1 (metabdlitos identificados

por duas ou mais propriedades espectrais), nivel 2 e 3 (tentativa de identificacédo de
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compostos e de classes, respectivamente) e nivel 4 (compostos desconhecidos)
(SALEK et al., 2013). Assim, a maioria dos compostos apresentados na Tabela 6A
foram classificados no nivel 2. Todos 0os compostos apresentaram erros de massa
inferiores a 3,0 ppm, exceto os flavonoides (m/z 409,04, m/z 632,11), flavanonas (m/z
453,21), repenol (m/z 214,00), prenol lipidios (m/z 317,90), avasaponina (m/z 609,28),
hidroxiacidos (m/z 223,13), fosfo-L glutamina (m/z 191,02), Met-THr-OH ou Ser-Met-
OH (m/z 192,02) e 2”,6”-Digalloyliriflophenone 3-C-glucoside (m/z 368,06).

Um total de 168 compostos foram identificados em folhas de manjericdo apés
imprint em placa de TLC. Conforme o diagrama de Venn apresentado na Figura 34 (A
e B), os compostos foram separados de acordo com a concentracdo de intoxicacao.
A cor azul mostra a folha controle (F 0 uM) com 6 metabdlitos identificados (Figura
32A) e 20 desconhecidos (Figura 34B), caracteristicos do manjericdo e que foram
inibidos pela presenca de Cd. Além disso, nestes diagramas observa-se a intersecao
de aproximadamente 86,2 % (131) e 58,7 % (98), respectivamente, de compostos

comuns a todas as concentracoes.

FOpMC

F 3,6 uM Cd

Figura 34 — Diagrama de Venn para compostos identificados no imprint de folha (F)
de manjericdo cultivado em 0, 1, 3,6, 5, 25 e 50 uM de Cd". (A) compostos nas

menores concentragdes; (B) Compostos nas maiores concentracdes

Neste sentido, sdo quatro condi¢cdes caracteristicas quanto a presenca de Cd:
nenhuma alteracdo observada, potenciais biomarcadores diretamente proporcionais

a concentracao de exposi¢cao ao Cd, metabdlitos com distintas distribuicées espaciais

99



e potenciais biomarcadores caracteristicos da exposicdo ao Cd. Para a primeira
condicdo, o Cd nao interferiu na sintese e nem na distribuicdo espacial de 48
metabolitos (em negrito na Tabela 6A, Apéndice 5). As outras condigdes apresentam
metabolitos com diferencas em pelo menos uma concentragédo de exposi¢cao ao metal
toxico.

As imagens sdo ferramentas Uteis para avaliar como o Cd pode afetar a
distribuicdo espacial e acumulacdo dos metabdlitos nos diferentes 6rgaos vegetais. A
Figura 35 mostra que o Cd aumentou a intensidade dos metabdlitos nas amostras
mais contaminadas, tornando-os biomarcadores as distintas concentractes. Além
disso, Cd também interferiu na dindmica espacial de diferentes compostos (Figura 36).

Na Figura 35 pode-se observar que o Cd perturbou a acumulagédo dos
metabdlitos nas folhas, seja por reducdo de demanda metabdlica nos processos
bioquimicos ou um estimulo a sintese como mecanismo de defesa. Em geral, as
imagens apontam possiveis novos biomarcadores de Cd e, em concordancia com a
literatura para respostas biologicas de diferentes espécies vegetais, houve o aumento
da concentracao de prolina (Pro), glutamina (GIn), sacarose (dissacarideo), glicose,
frutose e galactose (hexoses), lipidios e isoflavonas (SUN et al., 2010; XIE et al.,
2014).

O Cd perturba as atividades metabodlicas em nivel celular e produz espécies
reativas de oxigénio (ROS) que podem induzir a sintese de biomarcadores. Logo, 0s
compostos apresentados na Figura 37 sdo também possiveis biomarcadores
especificos para a presenca do elemento toxico, pois ndo estdo presentes no grupo
controle. Vale ressaltar que a maioria das imagens obtidas neste estudo apontam
novos candidatos a biomarcadores para Cd em plantas.

Sun e colaboradores (2010) verificaram que acido piroglutamico, isoflavonas e
lipidios sdo potenciais biomarcadores de Cd em Arabidopsis thaliana. Outra pesquisa
aponta que a concentracdo de fendis em tecidos de plantas € um bom indicador para
predizer a extensao da tolerancia das plantas ao estresse abidtico (SHARMA et al.,
2019). Como exemplo, as imagens da Figura 37 mostram fenilpropanoides (m/z
219,03), originarios da fenilalanina, e os flavonoides (m/z 383,09) presentes somente

na folha mais contaminada.
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m/z 116,07 Guanidincbutanal i m/z 156,08 m/z 169.06
m/z 130,1

Acetilcisteina m/z 196.06 || Teanina

Gly Gly Phe Asp m/z 198,08
Asp Asn Phe
Gly Ehe Gly Asp

Lipidios m/fz 219,06 Gly-Norvalina mjfz 251,02

Dissacarideos Flavonoides m/z 383,07 Flavonoides m/z 411,18 || 4.6 -Dihidroxi-2'-
m/z 365,15 metoxiacetofenona 6'-
/ ’ glucosidio m/fz 421,03

1-O-Sinapil-beta-D-glicose Flavonoides m/fz 527,15 | Campesterol ferulato Leu Phe Leu Leu Leu
m/z 425,08 m/z 599,41 m/z 600,41

0 100%

Figura 35 — Potenciais Metabdlitos biomarcadores de Cd em folhas de manjericéo

apos exposicao a diferentes concentracdes de Cd.
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Continuacdo da Figura 36 — Imagem de metabdlitos com caracteristicas de
distribuicdo espacial especifica para para folhas expostas a diferentes concentracées
de Cd

Além das diferentes habilidades das plantas em resposta ao estresse abiotico,
a presenca do metal toxico também pode inibir a acumulacédo de varios metabdlitos
na folha. A Figura 38 apresenta a relacao de ions cuja acumulagéo no 6rgéao foi inibida
por uma ou mais concentracdes de exposicdo a Cd'.

Quanto aos metabdlitos ndo identificados, as Fig. 10 A e 11 A (Apéndice 5)
mostram, respectivamente, o diagrama de Venn para a distribuicdo de compostos
desconhecidos e imagens de alguns destes metabdlitos nas diferentes folhas.

Os resultados do metaboloma do manjericdo sugerem que a toxicidade de Cd
pode interferir nas rotas metabdlicas, fornecendo diversas hipoteses sobre as
perturbacdes observadas nas folhas frente as diferentes concentracées de exposi¢ao
a Cd". Apds a identificacdo dos metabdlitos e biomarcadores, € interessante encontrar
uma relagdo entre a exposi¢cdo ao metal e o comprometimento das vias metabdlicas
(GARCIA-SEVILLANO; GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA, 2015). Entretanto, a
compreensao de alteracdes metabdlicas € uma tarefa complexa, pois um determinado

metabdlito pode desencadear iniUmeras mudangas em muitas outras vias metabdlicas.
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Figura 37 — Imagem de possiveis metabolitos biomarcadores em folhas expostas a
diferentes concentracgdes de Cd.
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5.7 Andlise direta de folhas de manjericdo por DESI-MSI

A analise direta nas folhas de manjericdo gerou um numero maior de imagens
no modo positivo do que o imprint. Entretanto, para simplificar a abordagem deste
topico somente serdo apresentadas imagens inéditas e/ou que demonstraram melhor
autenticidade da distribuicdo espacial. Neste caso, foram analisadas duas novas
concentracbes: 10,0 e 100,0 pM (concentracdo empregada no estudo das
fitoquelatinas e maxima do cultivo, respectivamente). A Tabela 11 apresenta 0s
metabdlitos identificados no nivel 2 a 4, em que os desvios de massa foram < 2,34
ppm, e a Figura 39 mostra as imagens dos ions identificados.

A andlise direta das folhas apresentou detalhes da distribuicdo real dos
metabdlitos nas nervuras central e secundaria, bem como nas margens do érgéo. As
imagens revelaram que a presenga de Cd interferiu na acumulagdo de todos os
compostos apresentados na Figura 39, que sédo biomarcadores de Cd, exceto a
colina.(m/z 104,11), azetidine-2-acido carboxilico (m/z 124,04), metil prolina (m/z
130,09), flavonoides (m/z 133,0), N-Acetil cadaverina (m/z 145,13), Arg (m/z 175,12),
aminoacidos (m/z 154,06), gingerol (m/z 293,18), lipidios (m/z 411,16) e prenol lipidios
(m/z 455,35).

O composto metil prolina € considerado osmoprotetivo (respostas das plantas
frente ao estresse osmatico) (ABDELLY et al., 2015). A imagem para este ion (m/z
130,09) mostra maior acumulacéao nas folhas mais contaminadas, sugerindo inducao
de sua formacao devido, provavelmente, ao estresse osmotico causado pelo Cd.
Efeito de inibicdo do acumulo dos metabdlitos espermidina (m/z 146,17) e flavonoides
(m/z 283,06) também foi observado nas folhas, sugerindo o efeito antagbnico destes
metabdlitos com aumento da contaminacao.

O ion nao identificado (m/z 139,91), Figura 39 B, mostrou um comportamento
singular, pois sua acumulagdo néo foi alterada em concentracdes de Cd inferiores a
3,6 uM. Porém, na concentracdo 100 uM, a planta respondeu positivamente para a

fixac&do deste composto.
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10,0 uM 250y 500pM  100,0 uM
(A)

Flavonoides
m/z 133,0

Azetidin 2- 4cido

carbDXIIICOm/z 124’04 Metil Prolina m/z 130,09

Colina
m/z 104,11

Aminoacidos
m/z 154,06

P

-« -

| Espermidina
N-Acetilcadaverina
m/z 139,91 m/z 145,13 m/z 146,17

Flavonoides Gingerol
m/z 283,06 m/fz 293,18

m/z 411,16

Lipidios

Prenol lipidios
m/z 455,35

(B)

Figura 39 — (A) Amostras de folhas de manjericdo nas concentracdes de Cd ?*iguais
a 0 (controle); 1; 3,6; 10; 25; 50 e 100 uM (B) Imagem de metabolitos obtidos pela
analise direta das folhas expostas ao Cd
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Tabela 11 — Tentativa de identificacdo de metabdlitos em folha fresca de manjericdo exposto a diferentes concentracées

de Cd" (0; 1; 3,6; 10; 25; 50 e 100 pM)

Tentativa de identificacdo m/z Desvio de .
- Férmula . o . massa CID . N'Ye.l deN
Nome do metabdlito lon Tebérica Experimental identificacéo
molecular (ppm)
Colina C4H140ON [M+H]*  104,10754 104,1073 0,309 HMDB0000097 2
Azetidine -2-4cido carboxilico C4H7NO: [M+Na]* 124,03708 124,03699 0,726 KEGGC08267 2
Metil Prolina CeH1202N [M+H]*  130,08626 130,08633 0,575 HMDBO0094704 2
Flavonoides C16H1105 [M-3H]* 132,9954 132,99571 2,331 - 3
Desconhecido - - - 139,91471 - - 4
N-Acetil cadaverina C7H1sN20 [M+H]*  145,13354 145,13352 -0,020 HMDB0002284 2
Espermidina C7H20N3 [M+H]*  146,16572 146,16522 -0,313 HMDB0001257 2
Aminoécidos CeHsO2N3 [M-H]- 154,0611 154,06212 0,259 - 3
Arginina CsH15N4O2 [M+H]*  175,11950 175,11909 -0,138 HMDBO0000517 2
Flavonoides C16H1105 [M-H] 283,0601 283,06143 0,824 - 3
Gingerol C17H2504 [M-H] 293,17809 293,17606 0,776 HMDBO0005783 2
Lipidios C18H2809 [M+Na]* 411,16255 411,16217 -0,924 KEGGC08558 2
Prenol lipidios C30H4703 [M-H] 455,35197 455,35294 0,282 - 3
Fitohorménios
Jasmone C11H160 [M+H]*  165,12739 165,12725 -0,858 KEGGC08490 2
Acido jasménico C12H1503 [M+Na]* 233,11482 233,11469 -0,539 HMDB 5281166 2
Metil dihidrojasmonato Ci3H2,03 [M+Na]* 249,14612 249,14596 -0,625 HMDB102861 2
Acido abscisico Ci15H2004 [M+Na]* 287,12538 287,12524 -0,489 HMDB 5280896 2
(-)-jasmonoyl-L-isoleucina C1gH2904N [M+H]*  324,21693 324,21672 -0,663 HMDB 5497150 2
Auxina b C18H3004 [M+Na]* 333,20363 333,20373 0,298 HMDB0038484 2
Auxina a C18H3205 [M+Na]*  351,2142 351,21382 -1,068 HMDB0038483 2

As auxinas e os acidos abscisico e jasmonico sao trés das nove classes comuns de fitohorménios. As imagens para alguns

dos hormdnios destas classes (Figura 40) indicam uma acumulacdo dependente de concentracdes especificas de Cd', sugerindo

respostas distintas da planta a perturbagcédo imposta. Interessante observar que as folhas contaminadas com 25 e 50 uM de Cd"

apresentaram uma intensidade de sinal diferenciada para todos os fitohormonios. Entretanto, para o jasmone (m/z 165,13),
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horménio que induz a producéao eletiva de metabdlitos secundarios, a presenca de Cd
estimulou sua formagéo para as concontaminagfes > 10 uM. Em geral, as imagens
obtidas corroboram com a literatura quanto ao papel dos fitohormonios como
sinalizadores das condigbes ambientais, incluindo a resposta para o estresse abiético
causado por metal toxico (BALI et al., 2018; SIDDIQUI; SAMI; HAYAT, 2020).

m/z 249,15 | Acido abscisico
m/z 287,13

Jasmonoil isoleucina Auxina b AUXinG :
m/z 324,22 m/z333,2] "™ *m/z351,21

Figura 40 — Imagem de fitohorménios obtidos pela analise direta das folhas expostas
a diferentes concentracdes de Cd.

A analise direta das folhas e do imprint foram eficientes na avaliacdo da
distribuicdo real dos metabdlitos no érgdo vegetal, sendo boas alternativas para
identificacdo de metabdlitos por imageamento quimico de folhas. Entretanto, quando
0 objetivo da pesquisa se restringir a analise target para verificacdo da distribuicédo
real no orgdo vegetal, a andlise direta mostra-se mais adequada e promissora, devido

a sua maior definigdo.

5.8 Andlise metabolémica em imprint de folhas e raizes de manjericéo

contaminadas com 25 uM de Cd"

As imagens dos imprints das folhas motivaram a analise de folhas e raizes da
mesma planta para elucidar a dinamica dos metabdlitos e os efeitos do metal toxico
em orgaos distintos. Assim, escolheu-se uma Unica concentracdo de intoxicagao para
as folhas e raizes (0 e 25 pM) e procedeu-se a analise por DESI-MSI, conforme

mostrado na Figura 41.
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(A) (B)
Figura 41 — Amostras de manjericdo analisadas por DESI-MSI, ap6s imprint e o imprint
de folha (A) e raiz (B)

No total, foram obtidas 286 imagens, sendo que 27,6 % s&o de compostos

desconhecidos. A Figura 42 (A e B) apresenta o diagrama de Venn para a distribuicéo

de compostos na folha e raiz de manjericdo - controle (F e R 0 uM) e contaminada (F
e R 25 uMm).

(A) compostos identificados (B) compostos desconhecidos

Figura 42 — Diagrama de Venn para o numero de compostos obtidos no imprint de
folha (F) e raiz (R) de manjericéo cultivado em 0 e 25 uM de Cd". (A) 207 compostos
identificados e (B) 79 compostos desconhecidos

Os diagramas de Venn (Figura 42) mostram que aproximadamente 35 % e 38
% dos compostos identificados (ni= 73) e desconhecidos (ni = 30), respectivamente,
estdo presentes em todas as amostras de folha e raiz, sendo, portanto, caracteristicos
do manjericdo. Além disso, aproximadamente 10 % dos compostos identificados (ni =
20) e 2,5 % desconhecidos (ni = 2) sédo caracteristicos da folha de manjericdo e
inibidos pelo Cd. Contudo, as imagens mostram que aproximadamente 80 % dos
metabdlitos identificados (em negrito na Tabela 7A, Apéndice 5) ndo apresentaram
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diferencas na acumulacdo em ambos os tecidos vegetais estudados, ou seja, o Cd
nao perturbou a assimilacéo deles pela planta. Alguns destes metabdlitos, embora
presentes em todas as condicdes do estudo, apresentaram-se como possiveis
biomarcadores (Figura 43 A) na raiz e/ou folha ou foram inibidos na folha pela
presenca de Cd (Figura 43 B). Vale ressaltar que o acido glutamico (m/z 192,02,
Figura 43 B) foi inibido na folha e acumulado na raiz, sugerindo uma possivel
habilidade da planta em inverter a acumulagdo do metabdlito nos 6rgdos como
resposta de defesa a intoxicacédo por Cd.

Isopulegol acetato m/z 110,07 J Citrulina m/z176,10 | Acetilcisteina m/z 196,06

Teanina m/z197,09 | Quercetin 4'-glucosideo m/z 351,07

(e 'ﬁf: W .: Evn

Isoflavonoides m/z 383,07 | Flavonoides m/z 399,05

' 6'-Dihidroxi-2'-methoxiacetophenone m/2156,08

6'-glucoside m/z 421,03

Sesquiterpenocides m/z 275,14 m/z 192,02

Figura 43— Metabdlitos comuns em raiz e folha de manjericéo (A) biomarcadores em
folha e/ou raiz e (B) inibidos pela presenca de Cd

Pelo diagrama de Venn (Figura 42 A), as cores azul (F O uM) e verde (R 0 uM)

representam 18 e 4 compostos, respectivamente, presentes somente nas amostras
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controle, demonstrando que estes metabdlitos séo especificos de cada 6rgéao e sao
inibidos na presenca de Cd'" (Figura 44 A e B). Além disso, o diagrama de Venn mostra
que 2 metabdlitos (intersecdo entre os grupos F e R 0 uM), Figura 44 C, estédo
presentes em ambos os tecidos controle, ou seja, Cd também pode ter inibido estes
compostos. Interessante notar as imagens da Figura 44 C quanto a distribuicdo
espacial da fosforilcolina (m/z 206,06) e do alcaloide gentiabetina (m/z 210,05) que se
acumulam preferencialmente em raizes e folha ndo contaminadas, respectivamente.

Ao avaliarmos individualmente as amostras nos diagramas de Venn (Figuras
42 A e B), observa-se que a raiz contaminada (R 25 uM, cor amarela) apresenta o
maior numero de metabdlitos (32 identificados e 21 desconhecidos). Como araiz é o
primeiro 6rgdo da planta que entra em contato com o Cd, o seu metaboloma reflete
este estresse com uma maior diversidade de metabolitos identificados como possiveis
biomarcadores de Cd (Figura 45). Similarmente, 7 e 9 metabdlitos (Figura 42, cor rosa
e marrom) sdo biomarcadores de Cd somente nas folhas e em ambos os 6rgaos,
respectivamente, conforme apresentado na Figura 46.

A Figura 12A (Apéndice 5) mostra imagens de alguns dos 79 metabdlicos
desconhecidos. As bases de dados utilizadas neste estudo nao foram suficientes para
tentativa de identificacdo destes compostos.

Além dos biomarcadores e compostos inibidos, as imagens também revelaram
caracteristicas marcantes nos tecidos de manjericdo, como por exemplo, prioridade
de acumulacdo. As imagens da Figura 47 (A) e (B) apresentam metabdlitos
caracteristicos de raiz (ni = 3) e folha (ni =10) de manjericdo, que se acumularam na
folha contaminada e raiz contaminada, respectivamente.

As imagens da Figura 47 (A) sugerem que estes metabolitos de raiz sdo
estimulados na presenta de Cd, com translocacédo para a parte aérea e/ou sintese
pela folha. Além de absorver agua e nutrientes, as raizes empregam muitas
estratégias para defender e adaptar-se a diferentes pressdes bidticas e abioticas
(ALBRECHT et al., 2019). A resposta das plantas as perturbacdes pode alterar as
atividades metabdlicas dos 6rgdos, como exemplo, compostos oriundos do
metabolismo de aminoécidos e aclUcares devem ser sintetizados em folhas mas
atribuidos e utilizados em grandes quantidades nas raizes (GARGALLO-GARRIGA et
al., 2014). Similarmente, os metabolitos da Figura 46 (B) sdo caracteristicos da folha

e estimulados pelo Cd para fixacdo também na raiz da planta. Vale ressaltar que o
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acido argininico (m/z 220,07), xantina (m/z 235,02) e peptideos (m/z 511,17) foram
hiperestimulados também na folha contaminada, mas o oposto (efeito de inibicéao) foi
observado para 4,5 dihidropiperlongumina (m/z 352,07), peptideos (m/z 457,11) e
lipidios (m/z 441,15). Além disso, a Fig. 45 também mostra candidatos a
biomarcadores de Cd na raiz, exceto os éteres fendélicos (m/z 203,14 - somente folha).

A andlise simultanea das raizes e folhas fornece uma visdo integrada do
metaboloma da planta sob os diversos efeitos da absorcao e translocacao do Cd. As
folhas e raizes sé@o Orgdos autotroficos e heterotroficos de plantas com diferentes
funcdes fisioldgicas que consequentemente apresentardo diferentes metabolomas e
concentracdo de nutrientes (GARGALLO-GARRIGA et al., 2014). Ainda segundo
estudo destes autores com plantas sob estresse hidrico e, em paralelo aos resultados
deste trabalho, metabdlitos relacionados ao metabolismo dos aglcares e aminoacidos
deslocados da parte aérea para as raizes podem apresentar alteracoes metabdlicas
opostas (quando o metabolismo é ativado nas raizes, o inverso acontece na parte
aérea) (GARGALLO-GARRIGA et al., 2014).

De todas as imagens apresentadas, pode-se inferir a complexidade metabdlica
nos 6rgaos vegetais em inibir ou estimular a acumulacdo dos diversos compostos.
Observa-se ainda, relacdes antagdnicas de acumulacéo (Figura 48 (A)), inibicdo em
folha de metabdlitos caracteristicos de ambos os érgdos (Figura 48 (B)) e diferencas
de distribuicdo espacial em metabdlitos caracteristicos de folha e raiz Figura 48 (C) e
(D). Prolina betaina (m/z 144,10), acido malico (m/z 178,99), peptideos (m/z 457,17),
carboidratos (m/z 689,21), quercetina (m/z 689,21), vulgaxantina (m/z 384,08),
peptideos (m/z  400,05) e Eugenol O-[a-L-Arabinofuranosyl-(1->6)-b-D-
glucopiranoside] (m/z 481,17) revelados na Figura 48 sao potenciais biomarcadores
de Cd na raiz do manjericéo.
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Figura 44 — Imagens de metabdlitos especificos de (A) folha (F 0 uM), (B) Raiz (R 0
pUM) e (C) ambos os érgaos (F e R) de manjericdo que foram inibidos pela presenca

de Cd
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Figura 46 — Imagens de metabdlitos biomarcadores de Cd somente na folha (A) e
em ambos os 6rgaos (folha e raiz) (B) de manjericéo
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Figura 47 — Imagens de metabdlitos (A) de raiz com acumulacdo em folha exposta a

Cd; (B) de folha com acumulagédo em raiz exposta a Cd

Neste trabalho, sdo propostos 24, 20 e 8 potenciais biomarcadores de Cd em

folhas, raiz e ambos os 6rgaos, respectivamente. As estruturas quimicas destes

compostos sdo apresentadas nas Figuras 49 a 51 e podem contribuir na elucidacdo

dos efeitos metabdlicos do Cd. Importante ressaltar que metabolitos identificados no

nivel 3 também indicaram candidatos a biomarcadores para a intoxicacdo com Cd".

As auxinas sao fitohormonios que aumentam atividades enziméaticas e reduz

conteudo de perdxidos em plantas tratadas com Cd. Como exemplo, estudos de

tolerancia a toxidade deste elemento mostraram a reducdo da concentracado de Cd

em H. vulgare e aumento da acumulacdo em raizes refletindo na diminuicdo da

translocacdo do metal toxico para a parte aérea de A. thaliana (BALI et al., 2018).

117



Prolina betaina

Peptideos

1-Octeno-3- primeveroside

m/fz 116,07

Peptideos m/z 437,13

Crispancne

mjfz 707,39

Isoflavonoides m/z 335,05

m/z 457,17

m/z 144,10 | Acido malico

Sambacin

(A)

m/z 227,08 Glucoiberin

m/z 461,18 J Taninos

Flavonoides m/z 331,09

Catequina m/z 453,10

(3b,6b,8b,12a)-8,12-Epoxy-
7(11)-eremophilene-6-
angeioyioxy—&,12—dimethoxy—
3-ol : )

Vul ti
ulgaxantina m/z 384,08

m/z 178,99

m/z579,18

m/z 142,02

Esterdis

Lipidios

Hebevinoside

Peptideos

Peptideo

Carboidratos

Quercetina

m/z 370,18

m/z 689,21

m/z 383,03

oA
i

Peptideos

Isoprencides

mjz 567,42

m/z 815,50

Eugenol O-[a-L-
m/z 400,05
gluco

&

m/z 430,17

mjfz 583,41

Arabinofuranosil (1->6)-b-D-
anoside]

(D)

Figura 48 — Imagens de metabolitos com relagdo (A) antagbnica na acumulacao nos
tecidos vegetais;(B) inibitéria em folha; (C) inibitoria, na distribuicdo espacial e
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Figura 49 — Potenciais biomarcadores de Cd em folha de manjericdo. Todos 0s
metabdlitos foram detectados por DESI-MSI e apresentaram imagens com aumento
da acumulacéo ou presenca somente em plantas contaminadas.
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aumento da acumulacdo ou presenca somente em plantas contaminadas.

Interessante que o0 acido rosmarinico, caracteristico do manjericao
(HILTUNEN; HOLM, 2006), mostrou-se como potencial biomarcador de Cd nas folhas.
Os &cidos organicos sao precursores de muitos outros compostos e podem formar
complexos organometalicos estaveis com Cd', como exemplo, o &cido citrico, malico
e acidos carboxilicos. A solubilidade destes complexos facilita a absor¢cdo do metal
toxico pelas raizes da planta (SIDHU; BALI; BHARDWAJ, 2019). Contudo, o0s
mecanismos mediados pelos acidos organicos para a translocacao de Cd das raizes
para os tecidos da parte aérea nao estdo bem esclarecidos.

Os aminoécidos (Pro, Asp, Ser e GIn), aminas (poliaminas e glicina betaina),
carboidratos soluveis e amino-N &cido butirico (GABA) sao considerados
osmoprotetivos. Estudos relatam que assim como a GSH, a Pro € um composto que
reduz o estresse oxidativo promovido pelo Cd, promovendo a atividade de enzimas
antioxidantes (ABDELLY et al., 2015; XU; YIN; LI, 2009). Assim como a Pro,
concentracéo celular de outros aminoacidos como Arg, Leu, Val, Ser e Gly também
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aumentam em reposta ao estresse metalico nas plantas (PARIDA; PANDA;
RANGANI, 2018) e podem interferir em outras vias metabdlicas. A Arg e Glu, por
exemplo, estdo envolvidos na sintese das poliaminas e GSH, respectivamente.

Os compostos fendlicos, poliaminas (putrescina) e flavonoides agem
diretamente contra as ROS nas plantas, sendo que 0s primeiros sao antioxidantes e
o terceiro também age como sinalizador do estresse abidtico por metais toxicos
(PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018). Como exemplo, as xantofilas, pigmentos
amarelos que formam o grupo dos caratenoides, agem na fotoprotecédo celular de
espécies vegetais (PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018). Assim como outras classes
de compostos organicos, os flavonoides incluem uma ampla familia de metabdlicos
secundarios e, portanto, podem provocar muitos impactos em diferentes rotas
metabolicas dos vegetais.

A integracdo de dados da metabol6bmica com outros campos “émicos”, como
gendmica, transcriptbmica e protedmica, € um pré-requisito para elucidar a rede e as
coordenadas das vias metabdlicas. A identificacdo de metabdlitos biomarcadores
pode ser Util na compreensado dos fatores regulatérios que perturbam o metabolismo
vegetal sob varias condi¢cdes de estresse abibtico, como também no desenvolvimento
de estratégias de melhoramento da tolerancia ao estresse em cultivos diversos
(PARIDA; PANDA; RANGANI, 2018).

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram como a analise por DESI-MSI é
uma ferramenta poderosa para compreender o metaboloma das plantas. As imagens
obtidas para os metabdlitos que desempenham papéis vitais no desenvolvimento e/ou
mecanismo de defesa do manjericdo exposto ao Cd podem ajudar na elucidacao do
perfil metabdlico de plantas. Os resultados também encorajam estudos adicionais
para identificacdo dos compostos classificados nos niveis 3 e 4, analise de uma planta
inteira para ilustrar a dindmica dos metabdlitos, bem como a aplicagéo de ferramentas
guimiométricas para o tratamento das imagens hiperespectrais a fim de discriminar as
diferentes amostras e metabdlitos.

Vale ressaltar que este estudo também representa uma investigagéo pioneira
sobre o papel de alguns metabdlitos “chave” no mecanismo de tolerancia ao Cd. Estas
informacdes servem de motivacdo para pesquisas futuras com outras espécies
vegetais e apresentam contribuicdes importantes para estudos ambientais e de saude

publica envolvendo exposicdo de plantas a diferentes metais toxicos.
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6 CONCLUSAO

O procedimento MUS desenvolvido validado neste trabalho empregou uma
solugdo de HNOs 2% v v! e 100 pL H202. Sob estas condi¢cBes experimentais, 0s
parametros foram adequados para analise multielementar por ICP-MS para 11
elementos, exceto para Al e Ca. Além disso, a acidez residual foi inferior a 0,06 mol L
1 e uma menor quantidade de residuo foi gerada, de acordo com os principios da
quimica verde.

O acumulo de Cd ocorre preferencialmente nas raizes com translocacao para
a parte aérea, causando sérios danos as plantas. Correlacdes especificas entre pares
de elementos demonstraram que o Cd interferiu na distribuicdo e acumulo de
elementos essenciais e ndo essenciais nos 6rgados do manjericao, sugerindo que o
Cd compromete funcdes vitais do desenvolvimento vegetal.

A andlise quimiométrica por PCA mostrou-se uma ferramenta eficiente para
avaliacdo iondmica de plantas expostas a metais téxicos. As folhas de manjericdo
tratadas com alta concentracdo de Cd foram discriminadas pelas contribui¢cdes de Li,
Be e Ca. As raizes acumularam a grande maioria dos elementos (Ba, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Sr e Zn), provando que este 6rgao € fundamental para a regulacéo de elementos
macro e micronutrientes em plantas de manjericéo.

A técnica PS-MS demonstrou sensibilidade, seletividade, rapidez, simplicidade
e baixo custo para analisar fitoquelatinas e seus derivados, incluindo complexos com
Cd. Os resultados também indicaram a presenca de hGSH nas raizes do manjericéo
e que a exposicao ao Cd aumentou o sinal de todos os compostos, exceto a GSH. Por
outro lado, o tempo de cultivo (7 e 14 dias) mostrou-se como parametro importante
para avaliar diferentes peptideos bioindicadores de Cd, indicando que no menor
tempo séo formados prioritariamente os complexos mais simples (Cys-Cd-Cys e GSH-
Cd).

As imagens obtidas por DESI-MSI mostraram-se poderosas ferramentas para
analise untarget em folhas e raiz de manjericédo, pois foram identificados potenciais
biomarcadores de Cd em folhas e raizes. A analise direta de folhas forneceu um maior
namero de imagens quando comparado ao imprint, elucidando uma distribuicdo real

dos metabdlitos no 6rgéo, sendo, portanto, indicado para analises com esta finalidade.
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Além disso, distintos compostos inibidos ou acumulados nos oOrgdos vegetais
comprovaram os distUrbios causados pelo metal toxico no metaboloma da planta.
Portanto, a avaliacdo iondbmica e metabolémica nos oOrgdos vegetais do
manjericao revelaram novas e importantes contribuicées dos efeitos de absorcéao e
translocacdo do Cd para a parte aérea. Estas informacdes podem ajudar na
compreensao dos mecanismos de tolerancia das plantas e motivar outros estudos em

outras espécies vegetais sob estresse abiotico induzido por metais toxicos.
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APENDICE 1 - Calculo e dados da % RTI

Tabela 1A — Comprimento da raiz e indice de Tolerancia da raiz (%) apds cultivo em
solucdo de Hoagland 5% suplementada com diferentes concentracdes de Cd"

Concentracéo de Cd" no cultivo (M) Comprimento da raiz ITR (%)
0 10,06 + 4,95 100
1,0 7,26 £ 3,00 72,14 £ 10,09
2,0 6,50 £ 2,16 67,33 £4,85
3,0 531+£2,16 52,77 £5,81
4,0 4,71 +£2,79 46,8 £ 2,32
5,0 4,20 £ 2,93 41,79+9,24
FParamelers
Value Standard Error t-Value Prob=[| Dependency
Al 0 ] - - 0
AZ 100 ] - - 0
LOGxD 055129 0,03595 | 1533628 | 602148E-4 018092
B p -0,87358 0,13057 | -6,69048 0,00681 015092
span 100 0
EC20 1739708 487004
EC50 355871 0,29456
ECa0 072796 0,15925
Reduced Chi-sgr = 12,1513407207

CODNR'Z) E14152E2172
Iterations ormed =6

Total [terations in Session =8
Fit converged. Chi-Sgr telerance value of 1E-9 was reached.
Some parameter valuss wers d

Standard Error wa
span, EC20, ECED, EC
Some input dsta points are missing.

r2 reot of reduced Chi-Sqr.
d parameter(s).

(A)

100

20

. T

T T T T T T
o 1 2 ] 4

indice de tolerdncia da raiz (%)
(=1
1

&,

Concentragdo de Cd™ (pmol L)
(B)

Figura 1A — (A) Emprego da funcdo doseresponse do software OriginPro 8.0 para
célculo do indice de tolerancia da raiz do manjeric&o (%) sob cultivo hidropénico em
solucdo de Hoagland 5% suplementada com diferentes concentracdes de Cd" (B)
Gréfico da %ITR
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APENDICE 2 - Planejamento experimental do procedimento MUS

Tabela 2A — Tabela ANOVA para as respostas multiplas para a concentragdo de Cd (RMcd, mg kgt) e multielementar (RMmut, mg kg') determinadas por ICP-

MS
Fator Contribuicéo RMcqd Contribuicéo RMmuit
(%) (%)

SQ* GL**  MQ*** F p valor SQ* GL*  MQ*** F p valor
Regresséo 0,2417 4 0,0604 6,99 0,0192 0,111 3 0,037 4,37 0,0495
A —HNO3 55,7 0,1636 1 0,1636 18,91 0,0048 29,7 0,0506 1 0,056 5,97 0,0446
B — H202 171 0,0502 1 0,0502 5,81 0,0526 19,8 0,0338 1 0,0338 3,99 0,086
C — Amplitude 3,29 0,0097 1 0,0097 1,12 0,3313 - - - - - -
D — Tempo 2,29 0,0067 1 0,0067 0,745 0,4276 15,7 0,0267 1 0,0267 3,15 0,1193
AC — HNOs e Amplitude 6,21 0,0183 0,0182 2,11  0,1967 -
AB - HNOs e H202 0,18 - - -
AD — HNOs e tempo 2,70 - - -
Residuo 0,0519 6 0,0087 0,0593 7 0,0085
Erro Puro 0,0148 2 0,0074 0,0326 0,0163
Falta de Ajuste 0,0374 4 0,0093 1,25 0,4891 0,0268 0,0054 0,3286 0,8634
Total 0,2936 10 0,1704 10

*SQ (Soma Quadratica

**GL (grau de liberdade)

***MQ (Média Quadratica)
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Tabela 3A — Coeficientes e seus intervalos de confianca obtidos pela ANOVA para as respostas multiplas RMcd € RMwmui (mg kg1)

Intervalo de confianca a 95 %

Coeficiente Estimado GL Erro padrao
Fator RMcq RMmutt
RMcq RMmuit RMcq RMmuit RMcq RMmuit Baixo Alto Baixo Alto

A — HNOs3 -0,1430 -0,0795 1 1 0,0287  0,0325 -0,2294 -0,0566 | -0,1565 -0,0025
B — H202 -0,0792 -0,065 1 1 0,0336  0,0325 -0,1656 0,0071 -0,142 0,0120
C — Amplitude -0,0347 - 1 - 0,0336 - -0,1211 0,0516 - i

D- Tempo -0,029 -0,0577 1 1 0,0336  0,0325 -0,1154 0,0574 -0,1347 0,0192
AC -0,0478 - 1 - 0,0336 - -0,1341 0,0386 - -
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APENDICE 3 - Vvalidagdo do procedimento MUS

Tabela 4A — Parametros estatisticos para avaliacdo da significancia da regressdo linear para
determinacédo multielementar por ICP-MS.

Significancia da ANOVA
Elementos Regressao

Feal Ferit a Modelo Fcal Fcrit a Modelo
Cd 3668,7 4,45 0,05 Significativo| 0,351 3,10 0,05 Ajustado
Al 5814,84 4,60 0,05 Significativo | 0,875 3,48 0,05 Ajustado
Ba 2605,1 4,49 0,05 Significativo| 0,621 3,20 0,05 Ajustado
Be 8172,9 4,54 0,05 Significativo| 1,806 3,32 0,05 Ajustado
Ca 2474,2 454 0,05 Significativo | 0,946 3,32 0,05 Ajustado
Cu 2855,91 4,49 0,05 Significativo | 1,168 3,20 0,05 Ajustado
Fe 2605,1 4,49 0,05 Significativo | 0,621 3,20 0,05 Ajustado
K 235,24 4,45 0,05 Significativo | 0,244 3,10 0,05 Ajustado
Li 9638,3 4,60 0,05 Significativo| 0,968 3,48 0,05 Ajustado
Mg 3696,7 4,60 0,05 Significativo| 0,231 3,48 0,05 Ajustado
Mn 2409,0 4,49 0,05 Significativo| 0,469 3,20 0,05 Ajustado
Sr 2246,2 4,54 0,05 Significativo| 1,806 3,32 0,05 Ajustado
Zn 1857,4 4,49 0,05 Significativo | 0,622 3,20 0,05 Ajustado
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45505:

20000

Residuo

-20000 o
-40000 o
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-80000 .

o [ |

Mormal % Frobabilidade
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Figura 3A — Distribuicdo homocedastica dos residuos (A) e normalidade dos residuos (B), antes
e apés, respectivamente, a avaliacdo de outlier pelo teste de Jacknife para determinacdo de

Cd por ICP-MS
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Tabela 5A — Efeito de matriz para Folha, caule e raiz, para determinacdo de Cd por ICP-MS para trés niveis de concentracéo (n = 3)

Nivel de Concentracao

15pugL? 45 ug L1 75 ug L1
Elemento Matriz % Efeito de % Efeito % Efeito de
Fcalculado* tcalculado** matriz (DPR) Fcalculado* tcalculado** de matriz Fcalculado* tcalculado** matriz (DPR)
(DPR)
F 11,67 3,60 + 8,40 (2,2) 11,47 1,78 + 3,07 (0,7) 6,01 0,16 + 3,72 (3,2)
Cd C 1,41 1,68 - 6,60 (9,0) 7,43 0,84 -1,02 (4,5) 6,84 0,30 - 1,01 (6,4)
R 4,25 1,85 -5,21 (5,4) 11,63 1,81 -4,37 (3,1) 9,54 1,10 +1,96 (3,5)
*Feritico = 19,0 € **teritico = 2,776 (95% de confianga)
1,2x10°
j —a— Curva sem matriz
. —e— Curva com Folha
1.0x10° 9 | _&— Curva com Caule
o - —¥— Curva com Raiz
E 5
*Q 8,010
W
] i
5]
E‘ 6.0x10° |
@
m -
o
G 4,0x10°
&
2,0x10° -
T I T I T I T I I T I T
10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracio ( pg L_l)

Figura 4A — Efeito de matriz na determinacao de Cd em folhas, caule e raiz por ICP-MS

140



APENDICE 4 - Espectros de fragmentacéo das PCs, seus derivados e Complexos de Cd obtidos por PS(+)-MS
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APENDICE 5 - Resultados das analises por DESI-MSI

Tabela 6A Tentativa de identificacdo de metabdlitos obtidos no imprint de folha de manjericdo exposto a diferentes
concentracées de Cd'" (0; 1,0, 3,6; 5,0; 10,0; 25,0 e 50 uM)

Desvio de CID Nivel de
Classe Tentativa de identificacao m/z massa (compound identificacio
(ppm) identification number) &
Nome do metabdlito Férmula molecular jon Tebrica Experimental
Flavonoides glicosideos C20H20013S [M+2K+H]®* 192,9987 192,99872 0,104 - 3
Isoflavonoides CaoH1507 [M+2H]2* 198,06018 198,05977 -2,070 - 3
Flavonoide CaeH32016 [M+3H]3 213,06417 213,06363 -2,534 - 3
Repenol Ci1sH12010 [M+K+H]?* 214,00729 214,00656 -3,411 LMPK12060080 2
Shoyuflavone C C1oH14011 [M+Na+H]?* 221,0251 221,02544 1,538 HMDB0034590 2
Hydroxiflavonoides* Ci5H1003 [M+Na]* 261,0522 261,05252 0,585 - 3
Salvigenin CiH1706 [M+H]* 329,10196 329,10184 -0,110 HMDB0128577 2
Flavonoides* CaoH2003 [M+Na]* 331,13047 331,13034 -0,380 - 3
Flavonoides C34H32,015 [M+H+Na]?* 352,0853 352,08621 2,585 - 8
Flavonoides C1gH1407 M+H]* 343,08178 343,0813 -0,071 - 3
Flavonoides C37H25012 [M+H+Na]?* 344,0773 344,07663 -1,947 - 3
Flavonoides* C1H2,03 [M+Na]* 345,14666 345,14612 -1,565 - 3
Xantomicrol C1sH1607 [M+H]* 345,09688 345,09674 -0,404 HMDB37600 2
Flavonas e flavonoéis C1sH1605 [M+Na]* 351,08391 351,08383 -0,228 HMDB0128577 2
%) .
2 Flavonoides CigH1605 [M+K]* 367,05785 367,05771 -0,372 - 3
'g Isoflavonoides C1gH160sg [M+Na]* 383,07374 383,07352 -0,571 - 3
% Flavonoides Caz6H3016 [M+H+K]? 383,09376 383,09412 0,940 - 3
T Flavonoides CisH2006 [M+2K-H]* 409,04558 409,0437 -4,596 - 3
Flavonoides CasHa507 [M+H-H,0]* 411,18022 411,18079 1,386 - 3
Flavonoides Ca24H1606 [M+2Na-H]* 445,0664 445,0658 -1,348 2
Flavononas e flavondis Ca2H2000 [M+Na]* 451,1005 451,10011 -0,865 - 3
Flavanonas Ca0H2206 [M+H-2H,0]* 453,20658 453,20929 5,980 - 3
CELBEIN SR RID e g2 CaoH20s [M+2Na-H]* 473,08245 473,08267 0,465 LMPK12020108 2
cyclohexene-1-carboxylate)
Flavonoides C27H27011 [M+Na]* 527,15479 527,15381 -1,855 - 3
REETIHIETE] O eERInsreIsstE CasHeoOs1 [M+2Na]?* 571,145695  571,14563 -0,114 HMDB29264 2
7-O-sophoroside
Flavonoides* CaoH25014 [M+Na]* 632,1142 632,11151 4,256 - 3
Flavonoides* Ca4H3,015 [M+H-2H,0]* 645,1614 645,16284 2,232 s 3
Flavonoides glicosideos* CosH3,010S [M+H]* 705,1331 705,13477 2,300 - 3
Ikarisoside F Ca1Hz6014 [M+2K-H]* 709,1300 709,13115 1,622 LMPK12111712 2
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Prolina CsH1oNO> [M+H]* 116,07061 116,07066 0,473 HMDB0000162 2
Prolina betaina* C/H13NO, [M+H]* 144,10191 144,10193 0,172 HMDB0004827 2
Histidina CeHoN3O2 [M+H]* 156,07675 156,07671 -0,256 HMDBO0000177 2
Homometionina* CeH13NO,S [M+H]* 164,07398 164,07407 0,549 KEGG C17213 2
Fenilalanina CoH12NO, [M+H]* 166,08626 166,08609 -0,994 HMDBO0000159 2
Glutamina CsH1oN205 [M+Na]* 169,05836 169,05853 0,985 HMDBO0000641 2
Aminoécidos C4HgN,03 [M+K]* 171,01665 171,01669 0,234 - 3
Arginina CeH15N,O, [M+H]* 175,1195 175,1190 -0,273 HMDBO0000517 2
Asparagina* C4H7/N,03 [M+2Na-H]* 177,02466 177,02467 0,068 HMDBO0000168 2
Leucina ou isoleucina CeH13NO, [M+2Na-H]* 176,0658 176,0656 -0,795 HMDBO0000687 2
Acido glutamico CsHgNO, [M+K]* 186,01632 186,01595 -1,968 HMDBO03339 2
Homoarginina C7H170,N, [M+H]* 189,1346 189,13478 0,939 HMDBO00670 2
Fosfo-L-glutamina CsH11N,O6P [M+H-2H,0]* 191,02217 191,02287 3,664 KEGG C21785 2
Met-Thr-OH ou Ser-Met-OH C1H15N,0S [M+H+Na]?* 191,04054 191,03993 -3,193 - 3
Aminoéacidos CsHoNO, [M+2Na+H]* 192,02487 192,02434 -2,760 = 3
§ Acetilcisteina CsHgNO3S [M+CH3OH+HJ* 196,06381 196,06384 0,035 HMDBO0001890 2
g Teanina C7 H1403N; [M+Na]* 197,08966 197,0896 -0,322 HMDBO0034635 2
e Gly Gly Phe Asp ou Asp Asn Phe C17H2:N40; [M+2H]% 198,08197 198,08169 -1,439 - 3
o .
P Fosfoserina C3HgNOGP [M+Na]* 207,99811 207,99802 0,433 HMDBO0001721 2
2 Citrulina CeH13N303 [M+K]* 214,0588 214,05876 -0,187 HMDBO00904 2
2 Tirosina CoH11NOs [M+2Na-H]* 226,0451 226,04478 -1,412 HMDBO0000158 2
‘g Glu Asp Cys Cys* C15H24N400S5 [M+2H]% 235,0565 235,05663 0,553 - 3
= Gly-Norvalina C7H14N,05 [M+2K-H]* 251,0195 251,01917 -1,315 = 3
< ?;;*Tyr Gly Cys ou Gly Asn Cys CiaHsN504S [M+H+Na]?* 251,0800 251,07964 -1,434 - 3
L-Prolyl-L-prolyl-L-cysteinyl-L- . - 3
cysteinyl-L-prolyl-L-proline* Ca6H10N6O7S2 [M+H+Na] 318,11820 318,11829 0,283
Cys Val Trp Trp ou Ala Met Trp Trp* C30H3sNsO5S [M+2Na]? 319,11260 319,11271 0,345 - 3
Arg Leu Leu Asn Asn* C26H1sN100g [M+H+Na]* 326,1811 326,1810 -0,307 - 3
His Pro Ala* C14H21N50, [M+Na]* 346,14858 346,14893 1,011 - 3
Phenylalanyl-phenylalanyl-glycine C20H23N304 [M+H]* 370,17613 370,17554 -1,594 - 3
Pro GIn Val Cys* ou Pro Met Ala . - 3
Gln ou Pro Leu Asn Cys CigH31N506S [M+H-2H,0] 410,1867 410,18747 1,877
Arg Trp Val C2oH33N7O, [M+H-2H,0]* 424,2460 424,24576 -0,566 - 3
Gly Thr Ser Lys CisH29N507 [M+K]* 430,16986 430,1702 0,790 - 3
Cys Tyr Leu ou Thr Met Phe C1gH27N305S [M+K]* 436,1303 436,13004 -0,596 - 3
Pro Trp Arg Ca2H21N/O, [M+H-H,O]* 440,2410 440,24058 -0,954 - 3
Pro Arg Arg C17H33NgO,4 [M+Na]* 450,2548 450,25372 -2,399 - 3
Tyr Asp Arg C1oH2sNsO7 [M+H]* 453,20922 453,20938 0,353 - 3
Gly Arg Arg Ala* Ci7H34N1005 [M+K]* 497,23507 497,23541 0,684 : 3
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Val Cys Met His ou Ala His Met Met C19H32N60sS, [M+Na]* 511,17733 511,1774 0,137 - 3
Thr Arg Arg Ala* C19H35N1006 [M+K]* 541,26129 541,26135 0,111 - 3
Cys Cys Met Tyr* C20H30N406S3 [M+K]* 557,09591 557,09503 -1,580 - 3
Glu Glu Arg Tyr* C25H37N7O10 [M+H]* 596,26802 596,26837 1,107 - 3
B:;i‘g‘(_'g;g&g%‘a'a"y"D"eucy" CasHssNsOs [M+H-H,O] 600,41249  600,41235 -0,233 - 3
L-Seryl-L-threonyl-L- - 3
phenylalanyl-L-glutaminyl-L- Ca6H39N7O10 [M+H]* 610,2831 610,28265 -0,737
glutamine*
Glabrin C C41HsaNgOg [M+H]* 813,48745 813,48785 0,492 HMDBO0033612 2
L-Lysyl-L-seryl-L-serylglycyl-L-lysyl- - 3
L-leucyl-L-isoleucyl-L-seryl-L- C41H77N11013 [M+2Na-H]* 976,54195 976,54309 1,167
leucine
" Acido indoleacrilico (auxina) C11HgNO;, [M+H]* 188,07061 188,07101 2,153 HMDBO0000734 2
2 Gibberellin A37 glucosil ester* C26H36010 [M+2Na]? 277,1046 277,10471 0,397 HMDB0038611 2
& Acido abscisico* CisH2004 [M+K]* 303,0993 303,09897 -1,089 HMDBO0035140 2
g Carlactone* Ci19H2603 [M+Na]* 325,17796 325,1774 -1,722 KEGG C20693 2
5 Giberilina A12 aldeido CooH2503 [M+Na]* 339,19307 339,19308 0,041 Metlin 53653 2
T Jasmolone glucosideo* C17H2607 [M+Na]* 365,15707 365,15683 -0,660 HMDBO0032870 2
Glucosideo do &cido tuberénico Ci15H2809 [M+K]* 427,13657 427,13649 -0,187 KEGGCO08558 2
acido benzoico C7HsO2 [M+Na]* 145,02600 145,02611 0,0754 HMDB01870 2
(%) -
8 Acido g_ugmtimovalerlco (2 CeHuN:O, IM+H]* 160,10806 160,10796 0,600 KEGGC13688 2
= Oxoarginine
<g é}cido maélico C4HeOs [M+2Na-H]* 178,9927 178,99271 0,056 HMDBO0000744 2
5 Acido 7,8-Diaminononanoico CoH21N,0, [M+H]* 189,15975 189,15968 -0,393 KEGG C01037 2
1% Acido 3- oxomalico CsH7Os [M+H]* 207,01354 207,01405 2,446 KEGG C01990 2
-8 acido citrico CsHsO~7 [M+Na]* 215,01622 215,01648 1,192 HMDBO0000094 2
‘S Acido argininico CeH1403N3 [M+2Na-H]* 220,0665 220,06657 0,318 HMDB0003148
' (+)-Dysideapalaunic acid Ca2sH4002 [M+K]* 421,26599 421,26596 -0,07 PUBCHEM14061248 2
Acido chicérico* C2Hi15012 [M+Na]* 497,06905 497,06975 1,408 HMDB0002375 2
Pentoses ou hexoses CeH1104 [M+H]* 147,06519 147,06497 -1,464 - 3
4',6'-Dihydroxy-2'- o HMDB34862 2
° methoxyacetophenone 6'-glucoside Ci1sH2009 [M+H+Na] 184,05389 184,05364 -1,358
8 S & Hexoses CesH1606 [M+Na]* 203,05261 203,05287 1,284 - 3
® _‘E“ g Dissacarideos Ci12H22011 [M+NaJ* 365,10543 365,1058 1,006 - 3
=] s s .
.g _g '%‘ 3I£Ojsli3(|jgealonllrlﬂophenone 3-C- CasH2:01s [M+H+Na]?* 368,06258 368,06085 -4.700 HMDB0029629
§ 8o 4bdhidoxi -2 ) CisHa0Os [M+2K-H]* 421,0298 421,02963 -0,404 HMDB0034862 s
glucosideo
4-Phenylbutyl glucosinolate C17H25NOgS, [M+H]* 452,1043 452,1037 -1,327 HMDB37603 2
Patientoside A C19H21ClOg [M+2K-H]* 489,01208 489,01346 2,822 HMDB37098 2
CMP-2-aminoetilfosfonato C11H20N4O10P, [M+2K-H]* 506,9845 506,98471 0,414 HMDBO0060067 2
Colina* CsH130N [M+H]* 104,10699 104,10729 2,876 HMDBO0000097 2
Aminoacetona CsH;NO [M+CH3OH+H]* 106,0863 106,08615 1,434 HMDB0002134 2
Monoterpenos* C12H2005 [M+H+Na]?* 110,0714 110,07148 0,727 = 3
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Outros

Agroclavine

Acido piroglutamico
4-Guanidinobutanal
Nitrato

Glucoiberin
Quinolinas
Ximenoylacetone
Pimelato

4-Alcool coumaril*

N-Acetilputrescina

3,4- dimethoxibenzaldeido*
Eteres fenolicos
Dimetildissulfeto

Sulfato

Fenilpropanoides

Lipidios
N-(4-hidroxifenil)etoxicarbotioamida
Cumarinas

Fosforilcolina

Hidroxiacidos

Ethyl a-D-glucopyranoside*
Alcoois e polidis*

Xantina

Taninos

Hidroxicumarinas*
7-Hidroxi-2-metil-4-ox0-4H-1-
benzopirano-5-acido acético*
Sesquiterpenoides*

Lipidios prenol*
glicerolfosfolipidios

Terpenos glicosideos
Casuarine 6-alpha-D-glucosideo*
glicerolfosfolipidios
Lactapiperanol D*

Acido cibarico*
Gravacridoneclorina
Fumarincina

Alocriptina

Clusin*

Bergenin
Thiophene-4,5-epoxide
Terpenos glicosideos*
Scarolide*

Quinquenoside F1

1-O-Sinapilglicose
Aspidoalbine*

Ci6H1sN>
CsHgO3N
CsH11N30
NO3
C11H21NO10S3
C-,H,ON
C29Hs5402
C7H1104
CoH100:

CsH14N20
CoH1003
C14H180

C2HeS2
S04
CoHgOs
C10H1204
CoH1:NO,S
C11HqOs
C5H15NO4P

C11H2003
CgH1606
C11H1404

C;HgN,O3

C27H20018
C13H1204
Ci12H1005
CisH1803
CisH2204

Cs1Ho9O13P

CagH78020

C14H2208N

Ci6Hg2016P2
Ci8H2805
C19H15CINO,

C21H23NOs
C22H2607
Ci14H1609

C14H1204S
Ci19H3008
C25H3803

C42H74015

C17H22010

C24H3:N>05

[M+2H]?*
[M+H]*
[M+H]"

[M+2K-H]*

[M+3H]**

[M+H]*
[M+2H+Na]**
[M+H]"
[M+Na]*
[M+2Na-H]*

[M+Na]*
[M+H]"

[2M+Na]*

[M+2K-H]*

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*
[M+H]"
[M+K]

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*
[M+K]*

[M+2K+H]®

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+3H]**

[M+3H]3*
[M+H]"

[M+2K+H]3*

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*

[M+Na]*
[M+Na]*
[M+2K-HT*
[M+Na]*
[M+Na]*
[M+2H]*
[M+K]*
[M+H]"

120,08105
130,04987
130,09749
139,91468
142,0182
146,06004
153,1387
159,06519

173,0573

175,0818
189,05222
203,14304

210,9714
212,84222
219,02639
219,06278
220,04082
221,04445

222,0298
223,13101

231,0839
233,07843

235,0228

236,9995
255,06278

257,04259

269,11482
289,14103
317,9019
325,8435
332,13399
343,81435

347,18344
382,08221
392,14684

425,15707
351,06865
352,9647
409,18329
409,27132
410,2587
425,08446

429,2384

120,080901
130,04991
130,09758
139,91463
142,01854
146,06018
153,13869
159,06511

173,05769

175,08177
189,05246
203,1432
210,97089
212,84285
219,02641
219,06247
220,04109
221,04451
222,02919
223,13029
231,08369
233,0784
235,0229
237,0008
255,06219

257,04272

269,11496
289,14084
317,90042
325,84283
332,13376
343,81526

347,18274
382,08298
392,14581

425,15671
351,06897
352,96494
409,18356
409,27124
410,25769
425,08459

429,23962

1,251
0,308
0,692
-0,380
2,394
0,959
-0,065
-0,474
2,249
0,171
1,294
0,788
2,417
2,960
0,025
-1,415
1,227
0,06
2,747
-3,227
-0,949
-0,129
2,425
2,447
2,313

0,506

0,536
-0,658
-4,656
-2,056
-0,690
2,647

-2,016
2,015
-2,627

-0,857
0,912
0,680
0,662
-0,186
-2,462
0,317
2,842

KEGG C09023
HMDBO0000267
KEGGC02647
HMDBO0002878
HMDBO0038406

HMDB35952
HMDBO0000857
HMDB0003654

HMDB0002064
HMDB0032138

HMDBO0005879
KEGG C13192

HMDBO0033179
HMDBO0001565
HMDB0029968

HMDB0000292

HMDB40408

HMDB0031999

HMDBO0033631
HMDBO0038580
HMDB30384
KEGGC09444
KEGGC02134
HMDB29542
KEGG C09919
HMDB60925

PUBCHEM21628590
HMDB39398

HMDBO0041175
KEGG C09038
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Hebevinoside CasH72014 [M+Na+H]* 430,2444 430,24359 -1,883 = 3
Methylpicraquassioside A C19H24010 [M+Na]* 435,12617 435,1257 -1,080 HMDB38347
Lipidios C19H300g [M+K]* 441,152 441,1521 0,092 - 3
Valtrato C22H300s [M+Na]* 445,18329 445,18289 -0,896 KEGG C09801 2
1-Octen-3-yl primeveroside Ci19H34010 [M+K]* 461,1789 461,17953 2,339 HMDB32960 2
Tetraterpenoide CaoHs602 [M+H-H.0]* 551,42529 551,42438 -1,650 - 3
Palmitato de epiandrosterona CasHeoO3 [M+K]* 567,4174 567,41614 -2,228 PUBCHEM®6453037 2
Isoprenoides CaoHs403 [M+H]* 583,41457 583,41449 -0,141 = -
Triterpenoides Cs4Hg2024 [M+2Na]? 585,2881 585,28809 -0,017 - 3
Cucurbitacin E* C32H440s [M+K]* 595,26662 595,26593 -1,167 KEGG C08797 2
Campesterol ferulato CagHs604 [M+Na]* 599,40708 599,40796 1,212 HMDBO0036285 2
Agavasaponina* CseHo0O27 [M+H+Na]? 609,28227 609,28015 -3,480 HMDB0033814 2
Protoprimulagenin A 3-[rhamnosyl-(1- HMDB33158 2
>4)-rhamnosyl-(1->4)-[rhamnosyl-(1- CsoHosO26 [M+H+Na]?* 629,3156 629,31555 -0,079
>2)]-glucosyl-(1->?)-glucuronide]
Crispanone * C20H300. [2M+K]* 707,3920 707,39301 1,428 HMDB35286 2
glicerolfosfolipidio Ca2H77010P [M+Na]* 795,5147 795,51361 -1,370 - 3
Glicerollipidios C45H74010 [M+Na]* 797,51742 797,5163 -0,187 = 3
Feofitina a* CssH7aN4Os [M+H]* 871,57375 871,57391 0,1836 KEGG C05797 2
Lipidios Cs1HsgsOs [M+2K-H]* 873,5771 873,57794 0,962 = 3
Clorofila a CssH,20sN.Mg [M+H]* 893,54314 893,54364 0,560 HMDBO0038578 2
Zeaxantina diglucosideo Cs2H76012 [M+K]* 931,49738 931,49524 -2,297 KEGG C15969 2
Glicerollipidios Cs1HgaO15 [M+K]* 975,54473 975,54388 -0,8713 - 3
*Metabdlitos presentes em todas as folhas, cuja distribuicdo espacial ndo foi afetada pelas concentracées de Cd
F5uMC EZS\HM Cd
2
&
4,
QQQ 1 Y.
2 0
0
0 o
F 3,6 iM Cd 0
(A) (B)

Figura 10A — Diagrama de Venn para o numero de compostos nao identificados no imprint de folha (F) de manjericao cultivado
emO0, 1, 3,6,5,25e 50 uM de Cd". (A) 38 compostos nas menores concentracdes; (B) 43 compostos nas maiores concentracdes
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m/z 163,98651 m/z 180,89445 _ m/z 194 96656 m/z 196,868 m/z 232,9224

m/z 236,04052 m/z 275,04273 m/z 313,99872
P

I — -
m/z 323,93527 m/z 346,90448 m/z 364,10205 m/z 408,91690

m/z 410,82056 m/z 451,05896 m/z 372,92682 m/z 440,02841

Figura 11A — Alguns metabdlitos desconhecidos (candidatos a biomarcadores e metabdlitos inibidos) obtidos no imprint de
folha de manjericdo exposto a diferentes concentracées de Cd'" (0; 1,0, 3,6; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 uM)
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Tabela 7A Tentativa de identificacdo de metabdlitos obtidos no imprint de folha e raiz de manjericdo exposto a diferentes
concentragcdes de Cd" (0 e 25 uM)

Tentativa de identificacdo

m/z

Classe . Férmula P . . Desvio de CID . le\{e.l de~
Nome do metabdlito molecular lon Tedrica Experimental massa (ppm) identificacéo
Flavonoides glicosideos? C20H20013S [M+H+2K]3* 192,9987 192,9985 0,622 - 3
Isoflavonoides C22H1507 [M+2H]%* 198,06018 198,05962 2,827 - 3
Repenol?! C15H12010 [M+H+K]?* 214,00729 214,00614 5,374 LMPK12060080 2
Flavonoides C22H1507 [M+2Na]?* 220,0418 220,04154 1,18 - 3
Shoyuflavona C C19H14011 [M+H+Na]?* 221,0251 221,0257 -2,715 HMDB0034590 2
Flavanol* C22H2204 [M+H+K]? 235,04896 235,04926 -1,276 - 3
Hidroxiflavonoides? Ci5H1003 [M+Na]* 261,0522 261,05148 2,758 - 8
Isoflavonoides? C17H1403 [M+Na]* 289,0835 289,08363 -0,045 - 3
Isoflavonoides? Ci17H150s6 [M+H]* 319,1176 319,11803 -1,347 - 3
salvigenina? C18H1606 [M+H]* 329,10196 329,10184 0,118 HMDB0128577 2
Flavonoide? C16H14N206 [M+H]* 331,09301 331,0924 1,842 - 3
5'-0O-beta-D-Glucosylpyridoxine! CaoH3509 [M+2H]%* 332,1331 332,13376 -0,702 KEGG C03996 2
Isoflavonoides C17H1206 [M+Na]* 335,0526 335,05231 0,866 - 3
Flavonoides? Ci1gH1507 [M+H]* 343,08178 343,0813 0,071 - 3
Flavonas e flavonois Ci18H160s6 [M+Na]* 351,08391 351,08383 0,228 - 8
5,7-Dihydroxyflavona 7-benzoato C22H140s5 [M+H]* 359,0914 359,09139 -0,028 LMPK12110191 2
$ ﬁ]r;?n";gg‘ di el CasHaoOrr [M+H+Na]?* 360,1115 360,11094 1,555 L MPK12112941 2
S Flavonoides? C15H1407 [M+Na]* 365,0621 365,06293 -2,942 - 3
5 Flavonoides glicosideos C21H1509 [M+H-2H,0]* 379,0824 379,08258 -0,475 - 3
z Flavonoides C23H2205 [M+H]* 379,1545 379,15497 -1,240 - 3
[ Flavonoides? C15H140g [M+Na]* 381,0581 381,05774 0,945 - 2
Quercetina C15H1409 [M+2Na-H]* 383,03495 383,03457 -0,986 HMDB0005794 3
Isoflavonoides C18H160s8 [M+Na]* 383,07374 383,07354 -0,518 - 3
Flavonoide glicosideo C36H35016 [M+2Na]?* 386,0972 386,09638 2,124 - 3
Naringin 4'-glucosideo Ca3Hs2019 [M+H+Na]?* 383,11481 383,11558 2,009 HMDB0033738 2
Flavonoides C18H160s8 [M+Na]* 399,04752 399,04754 0,04 - 2
Flavonoides? CsoHs50024 [M+3Na]®* 407,74617 407,74667 -1,226 - 3
Isoflavonoides? C21H1500S [M+H-2H,0]* 411,0545 411,05422 0,681 - 3
Flavonas e flavonois? C15H1605 [M+2K-H]* 437,00411 437,0033 1,854 - 3
Flavonoides * C21H2,09 [M+Na]* 441,1156 441,11575 -0,340 - 3
Flavonas ou flavonois C22H2009 [M+Na]* 451,1000 451,10092 -2,039 - 3
Flavanonas? C4sH35010 [M+H+Na]?* 453,0986 453,09835 -0,552 - 3
Flavonoides CugH35016 [M+H+K]?* 455,0933 455,09264 1,450 - 3
g;éf;ﬁg)‘(jngflcgfggg;?’afe)"zxo2 Ca2H200% [M+2Na-H]* 473,08245 473,08229 -0,338 LMPK 12020108 2
Flavonas? Ca3H20014 [M+H-2H,0]* 485,0725 485,07379 2,659 - 3
Isoflavonoides C22H24015 [M+H]* 497,12952 497,12825 -2,555 - 3
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'é;‘l}cegg{:jgg"dimet" oter 5- C24H26010 [M+NaJ* 497,14237 497,14198 -0,784 LMPK 12111050 Z
Salvigenina? Ci8H1606 [2M+Na]* 679,17915 679,17754 2,371 HMDB0128577 2
Vulgaxantina | C14H17N307 [M+2Na-H]* 384,0778 384,07692 2,291 HMDB0029840 2
Prolina? CsHoNO, [M+H]* 116,07061 116,07095 2,971 HMDB0000162 2
Valina ou norvalina CsH1NO, [M+NaJ* 140,0682 140,06813 0,500 HMDBO0000883 2
Prolina betaina C-H1:NO, [M+H]* 144,1019 144,10189 0,069 HMDB0004827 2
Histidina CeHoNsO, [M+H]* 156,07675 156,07673 -0,148 HMDB0000177 2
Ala Ala Pro Gly C13H22N4O0s [M+2H]? 158,08706 158,08683 0,275 - 2
Homometionina CeH1sNO,S [M+H]* 164,07398 164,07374 -1,438 KEGG C17213 2
Fenilalanina CoH1:NO, [M+H]* 166,08626 166,08636 0,631 HMDB0000159 2
Glutamina CsH10N,05 [M+Na]* 169,05836 169,05827 -0,552 HMDB0000641 2
Arginina? CeH1402N,4 [M+H]* 175,1195 175,1190 0,273 HMDB0000517 2
Leucina, isoleucina CeH1sNO2 [M+2Na-H]* 176,0658 176,06586 -0,341 HMDBO0000687 2
Citrulina* CeH1303N3 [M+H]* 176,10297 176,10308 -0,625 HMDBO0000904 2
" Asparagina’ C4 HgO3N, [M+2Na-H]* 177,02466 177,02472 -0,339 HMDB0000168 2
S Alanylglicina CsH1oN205 [M+K]* 185,0323 185,03241 0,591 HMDBO0006899 2
% Met-Thr-OH ou Ser-Met-OH C14H15N0;S [M+H+Na]?* 191,04054 191,04028 1,361 - 3
o Acido glutamico* CgH1NS [M+K]* 192,02438 192,02436 -0,096 HMDB0000148 2
o Acetilcisteina CsHoNO3S [M+ CHsOH+ HJ* 196,06381 196,06379 -0,077 HMDBO0001890 2
;3 Theanine C7H1405N, [M+Na]* 197,08966 197,08965 -0,069 HMDB0034365 2
& fosfoserina® C3HgNOGP [M+Na]* 207,99811 207,99816 -0,240 HMDB0000272 2
E Gly-Norvaline ou Acetyl-L-ornithine C7H1403N, [M+K]* 213,0636 213,06343 -0,801 = 3
E Triptopano C11H1202N; [M+Na]* 227,07912 227,07912 0,093 HMDBO0000929 2
N-Methyl-L-proline CsH1:NO, [2M+H-H,OT* 241,1548 241,15446 0,093 HMDB0094704 2
Ser Ser Val ou Thr Thr Ala? C11H21N3Os [M+K]* 330,1062 330,10535 2,575 - 3
L-Arginine, L-aspartate C10H21N506 [M+Na]* 330,1384 330,13849 0,259 Metlin 525382 2
s Cys lle ou Ala Cys ValouMetAla o\ nio,s [M+2Na-H]* 336,09699 336,09756 -1,696 - 3
Ala His Pro? C14H21N504 [M+NaJ* 346,14858 346,14937 -2,282 - 3
Gly-Phe-OH ou Phe-Gly-OH Ci16H14N206 [M+Na]* 353,0744 353,07413 0,765 - 3
ES‘;’K'SE;”}{';/?_“SSZ'a'a”y"g'yc'”e CaoH2sN30s [M+H]* 370,17613 370,17554 1,594 - 3
His Ser Pro C14H21N50s [M+K]* 378,11798 378,11743 1,454 - 3
Val Arg GIn ou Arg lle Asn Ci16H31N7O5 [M+H-H,O]* 384,23593 384,23533 1,562 - 3
Cys His Cys C12H10N504S; [M+K]* 400,05155 400,05094 1,525 - 3
Pro Gln Val Cys!? CigHa1Ns06S [M+H-2H,0]* 410,1867 410,1866 0,244 - 3
Pro Pro His Ala CioH2N6Os [M+H]* 421,21939 421,21960 0,013 - 3
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Gly Thr Ser Lys? C15H29N507 [M+K]* 430,16986 430,1702 -0,790 - 3
Cys Tyr Leu C18H27N30sS [M+K]* 436.1303 436.12964 1.513 - 3
Cys Cys Phe Thr C19oH25N406S> [M+H-2H,0]* 437,1323 437,13203 0,618 - 3
Met Pro Gly Pro C17H25N4OsS [M+K]* 439,1412 439,14208 -2,004 - 3
Pro Trp Arg C22H31N704 [M+H-H,OJ* 440,241 440,24087 0,295 - 3
His Gly Cys Lys? C17H29N;OsS [M+H]* 444.2024 444.20241 -0.0225 - 3
Lys Met Lys C17H3sNs04S [M+K]* 444,2041 444,20424 -0,315 - 3
E'Srr‘)ser Thr GIn ou Asn Lys Ser Ci7HsoNgOs [M+H-H,0]* 445,2047 445,20467 -0,607 - 3
Gly Asn Asn Asp C14H22NsO9 [M+K]* 457,10798 457,10826 0,603 - 3
Asn Cys Ala GIn ou Gly GIn GIn Cys Ci15H26N6O7 [M+Na]* 457,14759 457,14787 0,615 - 3
Cys Asn Pro Ser C15H25Ns0,S [M+K]* 458,1106 458,11188 2,794 - 3
Pro Vval Arg Gly? Ci1sH33N;Os5 [M+K]* 466,2175 466,21734 -0,343 - 3
Asp Pro Thr His ou Pro Glu His Ser Ci19H28N6Os [M+H]* 469,2041 469,20394 -0,341 - 8
Lys Tyr Gly Ser C20H3:NsO7 [M+Na]* 476,2116 476,21263 2,163 - 3
Gly Tyr Val Trp ou Ala Thr Trp Phe C27H33N5056 [M+H-2H,0]* 488,2303 488,23119 1,823 - 3
Gly Arg Arg Alat Cl7H34N1005 [l\/|+K]+ 497,23507 497,23541 -0,684 - 3
Asp Asp Ser His C17H24N6O10 [M+K]* 511,1185 511,11815 0,685 - 3
Met His Val Ser ou Leu His Cys Thr C19H32NsO06S [M+K]* 511,1736 511,17433 -1,428 - 3
Thr Arg Arg Alat C23H36N6Og [M+K]* 541,26129 541,26135 -0,1111 - 3
Cys Cys Met Tyr? C20H30N406S3 [M+K]* 557,09591 557,09503 1,580 - 3
Peptideos Ca3H30N6sOs [M+2Na-H]* 563,1837 563,18364 0,106 - 3
Asp Trp Tyr Tyr C33H35N500 [M+2Na-H]* 690,2146 690,21347 1,634 - 3
Glycyl-L-valyl-L-prolyl-L- - 3
phenylalanyl-L-alanyl-L- C35Hs5NgOg [M+H]* 746,4196 746,41986 0,348
glutaminyl-L-lysine!
Peptl’deosz C35H60N1209 [M+H—H20]+ 787,4579 787,45886 -1,219 - 3
Peptideos? C41H75N15010 [M+Na]* 960,5714 960,57288 -1,541 - 3
Glabrin C* C41HesNgOg [M+H]* 813,48745 813,48785 -0,492 HMDB0033612 2
o Esterol lipidios _ . CasH1604 [M+H+Na]?* 235,1681 235,16749 2,594 - 3
2. Giberilina A37 glucosil ester CasH3s010 [M+2Na]>* 277.1046 277.10478 0.650 HMDB0038611 2
c 9o o -
(g E Acido abscisico?® CisH2004 IM+K]* 303,0993 303,09906 0,792 HMDB0035140 2
£2g Carlactone’ CroHz605 [M+Na]* 325,17796 325,17727 -2,122 KEGG C20693 2
T ﬁgr%c)’(?j':senﬂ’odnci’c%c'do AR C1sH250s [M+NaJ* 411,16225 411,16171 2,052 I DI 2
4-4cido Aminobenzoico C-;H;NO, [M+Na]* 160,0369 160,03683 -0,436 HMDB0001392 2
” 4 Acido mélico C4HsOs [M+2Na-H]* 178,9927 178,99267 0,168 HMDBO0000744 2
3 é’ Acido 3-oxomalico ! CsHsOs [M+H]* 207,01354 207,01419 3,122 KEGGCO01990 2
g < Acido argininico CeH1303N3 [M+2Na-H]* 220,0665 220,06657 -0,318 HMDB0003148
o Acido Coumarico? CyHgO3 [2M+H]* 367,0578 367,05771 0,042 HMDB0041592 2
Acido rosmarinico C15H1608 [M+2Na-H]* 405,0557 405,05544 0,642 HMDBO0003572 2
Pentoses hexoses CsH1004 [M+H]* 147,0652 147,06527 -0,476 - 3
Trissacarideos C20H37NO14 [M+2H+Na]** 180,0751 180,07458 2,888 - 3
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hexoses CsH12056 [M+Na]* 203,05261 203,05252 -0,44 - 3
D-erythro-L-galacto-Nonulose CoH1509 [M+Na]* 293,0843 293,08417 0,444 HMDB0029955 2
Cappariloside A* C16H18N2Og [M+H-H,OJ* 317,11375 317,11467 -2,901 HMDBO0034937 2
Carboidratos e carboidratos C11H20010 [M+Na]* 335,09487 335,09448 -1,158 ; 3
conjugados

g  Carboidratos e carboidratos CoHi1sN:06P [M-+Na]* 336,05727 336,05571 4,642 - s

S conjugados

g Carboidratos C32H40017 [M+H+Na]?* 360,1115 360,11094 1,555 - 3

3 Dissacarideos C12H22011 [M+K]* 381,0794 381,07917 0,604 - 3

o 1,2,10-Trihydroxydihydro-trans- HMDB0033237 2

: linalyl oxide 7-O-beta-D- C16H30010 [M+Na]* 405,1730 405,17267 0,814

S glucopyranoside

_‘g Glucotropaeolint Ci14H19NOsS, [M+H]* 410,0574 410,05738 0,049 KEGG C02153 2

s 46 dihidroxi —2- ) C1sH2000 [M+2K-HJ* 421,0298 421,02941 -0,797 HMDBO0034862 3

= metoxiacetofenona glucosideo

S Carboidratos Ci18H26010 [M+Na]* 425,1418 425,14156 0,565 - 8

o Metilpicraquasioside A C19H24010 [M+Na]* 435,12617 435,12588 0,666 HMDBO0038347 2

g 4-fenilbutil glucosinolato? Ci17H25NO6S, [M+Na]* 474,0863 474,08589 -1,919 HMDB0038415 2

S Eugenol O-[a-L- HMDB37603 2

_‘g Arabinofuranosyl-(1->6)-b-D- C21H30011 [M+Na]* 481,16803 481,16781 -0,463

3 glucopiranoside]

2 Paeonolide C20H25012 [M+Na]* 483,14785 483,14753 -0,662 KEGG C10715 2

8 Carboidratos C15H32016 [M+Na]* 527,1583 527,15778 0,986 - 3
Sambacin C26H36012 [M+K]* 579,1838 579,18329 0,880 HMDB0038883 2
Carboidratos C24H4202; [M+Na]* 689,2111 689,21037 1,059 - 3
Carboidratos Co1H30011 [2M+Na]* 939,3468 939,34622 0,617 - 3
Agroclavine! CgHsN [M+H]* 120,08078 120,080901 1,117 KEGG C09023 2
Trigonelina C-/H;NO, [M+H]* 138,055 138,05492 0,579 HMDBO0000875 2
Metilisopelletierina CoH17NO [M+K]* 194,0942 194,09386 1,752 HMDBO0030326 2

® Elaeokanine C* C12H21NO, [M+H-H,OJ* 194,15449 194,15399 2,575 KEGG C10592

] Gentiatibetine CoH11NO, [M+2Na-H]* 210,05014 210,05003 0,524 HMDBO0033485 2

TC; Sedamine® C14H21NO [M+H]* 220,1696 220,16949 0,500 C10171 2

9 Cistoditina A? C22H19N30, [M+H-2H,0]* 322,135 322,13498 0,062 Metlin 405397 2

< 1,2,3,4-Tetrahydro-1-(2-thio-3- HMDBO0034767 2
pyrrolidinyl)-beta-carboline-3- Ci16H17N30,S [M+Na]* 338,0934 338,0927 2,070
carboxylic acid
Aspidoalbine! C24H32N205 [M+H]* 429,2384 429,23973 -3.099 KEGGC09038 2
i=opllegol acetate ou CiH2005 [M+H+Na]?* 110,0714 110,07153 -1,181 - 3

inalil acetato

. Triterpenoides C30H4607 [M+2H]?* 260,17 260,17033 -1,268 - 2

e Monoterpenoidet Ci13H1504 [M+Na]* 261,10973 261,10986 0,497 - 3

L Terpenos? Ci15H2204 [M+Na]* 289,14103 289,14115 -0,415 - 3

5] Acetylbalchanolide C17H2404 [M+H]* 293,1747 293,17474 -0,136 HMDB0039275 2

= Lactapiperanol D* Ci1sH250s5 [M+Na]* 347,18344 347,18284 1,728 HMDB0036693 2
Scalarolide* C2s5H3503 [M+Na]* 409,27132 409,27099 -0,797 HMDB0033631 2
a-Tocopherolquinone? C29Hs5003 [M+Na]* 469,36618 469,3652 2,088 HMDB34408 2
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Triterpenoides C27H36056 [M+Na]* 479,2404 479,24094 1,127 - 3
Isoprenoides? C40Hs403 [M+H]* 583,41457 583,41422 -0,603 - 3
Triterpenoides? C30H4405 [2M+H]* 969,645 969,64784 -2,929 - 3
Lipidios prenol? Ci15H240; [M+K]* 275,1408 275,14071 0,327 - 3
Lipidios esterois? C29Hs5005 [M+Na]* 501,35505 501,35502 -0,650 - 3
9 Lipidios? Cs1Hg2023 [M+H+Na]?* 543,2622 543,26186 0,626 - 3
5 Lipidios? C35He0O3 [M+K]* 567,4174 567,41614 -2,228 - 3
= Glicerolfosfolipidios?® C42H7sNOsP [M+H]* 756,55433 756,55289 1,903 - 3
- Gicerolfosfolipidios? C42H7sNOgP [M+Na]* 778,5357 779,53526 0,565 - 3
Glicerolfosfolipidios* C43H77012P [M+H-2H,0]* 781,5025 781,50306 -0,717 - 3
Glicerolfosfolipidios® C45H79010P [M+H-H,OJ* 793,53835 793,54166 -4,171 - 3
Colina? CsH130N [M+H]* 104,10699 104,10729 2,876 HMDBO0000097 2
Benzeneacetonitrila CgH/N [M+H]* 118,0651 118,06529 -1,609 HMDB34171 2
Acido piroglutamico CsHgO3N [M+H]* 130,04991 130,05002 1,156 HMDBO0000267 2
Cumarinas e derivados Ci16H1504 [M+2H]?* 138,0675 138,06763 -0,942 - 3
Glucoiberin C11H21NO1S3 [M+3H]** 142,0182 142,01848 -1,972 HMDBO0038406 2
Uridine 5’-diphosphate® CoH14N2012P> [M+2H+Na]** 143,002 143,0017 2,098 HMDB00295 2
Quinolinas CoH/NO [M+H]* 146,060 146,06002 -0,137 - 2
4-Trimethylammoniobutanoic acid C;H15NO; [M+H]* 146,1176 146,11746 0,958 HMDB0001161 2
Histamina CsHoN3 [M+2Na-H]* 156,0508 156,05065 0,961 HMDBO0000870 2
pimelato C7H1104 [M+H]* 159,06519 159,06525 0,407 HMDBO0000857 2
L-Carnitina C7H1sNO3 [M+H]* 162,1125 162,112332 -0,925 HMDBO0000062 2
N-Acetylputrescine CsH14N0 [M+2Na-H]* 175,0818 175,08177 0,171 HMDB0002064 2
Metilleugenol Ci11H140; [M+H]* 179,1067 179,10698 -1,563 HMDB0031864 2
Eteres fendlicos C14H190 [M+H]* 203,14304 203,14298 -0,0304 - 3
fosforilcolina CsHisNO4P [M+Na]* 206,0558 206,05533 2,281 HMDBO0001565 2
Tiofenois C;HsOS [M+2K-H]* 216,9486 216,94892 -1,475 - 3
) Cumarinas C11HgOs [M+H]* 221,04445 221,04451 0,06 - 3
= Alcoois e poliéis? C7H140s6 [M+K]* 233,0422 233,04216 -0,157 - 3
8 Fosfo L-Serina C3HsNOgP [M+2Na-H]* 229,98012 229,98009 -0,130 HMDB00272 2
Xantina C7HsN4O3 [M+K]* 235,0228 235,02283 0,134 HMDB0000292 2
Taninos Cy7H20018 [M+2K-H]* 236,9995 236,99965 0,633 - 3
Hidroxicumarinas? C13H1204 [M+Na]* 255,06278 255,06267 -0,432 - 3
7-Hidroxi-2-metil-4-0x0-4H-1- CoH1406 [M+K]* 257,0422 257,0411 0,350 HMDB40408 2
benzopirano-5-acido acético
Marmesin rutinoside! C26H34013 [M+2H]?* 278,10821 278,10821 -1,492 HMDB41413 2
p-Coumaroylagmatine* C14H20N40> [M+2Na-H]* 321,1298 321,13053 -2,273 KEGG C04498 2
Salicyluric beta-D-glucuronide Ci15H17NO1o [M+H-2H,0]* 336,0725 336,07291 -1,220 HMDB0240252 2
Bergenin? C14H1609 [M+Na]* 351,06865 351,06853 0,342 KEGG C09919 2
4,5-Dihydropiperlonguminina Ci16H2:NO3 [M+2K-H]?* 352,07173 352,07144 0,824 HMDB0041488 2
2-[4-(3,4- HMDBO0030382 2
Methylenedioxyphenyl)butyl]-4(1H)- C20H1sNO3 [M+2Na-H]* 366,1077 366,10864 -2,568
quinolinone!
Acetoxytomatine Cs2HgsNO»3 [M+2H+Na]®** 372,1850 372,18533 -0,887 HMDB0034485 2
Estigmasterol C29H450 [M+H]* 413,37779 413,37772 -0,716 HMDBO0000937 2
1-(3-Methylbutanoyl)-6-apiosylglucose Ci6H28011 [M+Na]* 419,1524 419,15226 0,334 HMDB39953 2
Taninos Ci19H2609 [M+Na]* 421,1453 421,14602 -1,710 - 3
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1-O-Sinapoylglucose? C17H22010 [M+K]* 425,08446 425,08509 -1,482 HMDB0041175 2
Estilbenos ? Ci1sH2509 [M+K]* 427,13649 427,1373 -1,896 - 3
N1,N10-Dicoumaroylspermidine C25H31N30,4 [M+H]* 438,2387 438,23843 0,616 HMDB0033469 2
Lipidios Ci19H3009 [M+K]* 441,1521 441,15174 -0,816 - 3
1-Octen-3-yl primeveroside C19H34010 [M+K]* 461,1784 461,17878 0,824 HMDB32960 2
Fenilpropanoides? C20H18014 [M+H]* 483,0769 483,07564 -2,61 - 3
3-Fosfoglicerol-glutationa® Ci13H24N301,PS [M+Na]* 484,0761 484,07635 0,516 KEGG C03928 2
Brassinolide! C2sH45056 [M+Na]* 503,3343 503,33444 0,278 HMDB0034081 2
glicose Ester acido abscisico glicose C21H3009 [M+2K-H]* 503,1063 503,10736 -2,107 KEGG C15970 2
Acetyl dipeptide-1 cetyl ester? Ca3Hs7NsOs [M+H-2H,0]* 568,4232 568,42352 -0,563 Metlin 448263 2
Campesterol ferulate? C3gHs604 [M+Na]* 599,40708 599,40814 1,766 HMDB0036285 2
2-Octaprenylphenol CusH700 [M+2Na-H]* 683,5138 683,5168 0,176 KEGG C05810 2
Crispanone? C20H3004 [2M+K]* 707,392 707,39087 1,597 HMDB35286 2
Anthenoside A? C3sHssNOg [M+2Na-H]* 724,4371 724,43578 1,822 52931577 2
(3b,6b,8b,12a)-8,12-Epoxy-7(11)- HMDB0031964 2
eremophilene-6-angeloyloxy-8,12- C22H3406 [2M+H-HO]* 771,46834 771,46543 3,77

dimethoxy-3-ol

Taninos C34H26023 [M+H]* 803,0938 803,09414 -0,423 - 3
Pirofeofitina b* Cs3H70N4O4 [M+H-H,O]* 809,537 809,53577 1,519 HMDB34248 2
Hebevinoside? Cu6H74014 [M+H-2H,0T1* 815,4952 815,49574 -0,662 HMDB35981 2
Feofitina a2 Cs5H74N4O5 [M+H]* 871,57375 871,57223 1,744 KEGG C05797 2
Clorofila a? CssH72MgN4Os [M+H]* 893,54314 893,54364 -0,560 HMDBO0038578 2

1Cd n&o perturbou a acumulagdo em ambos os 6rgdos (Folha e raiz) 2Metabdlitos especificos de folha, Cd ndo perturbou a acumulagéo *Metabdlitos especificos de raiz, Cd ndo
perturbou a acumulacéo

m/z702,42375 m/z 408,27194

m/z 180,89437

m/z 131,10963 m/z 378,95683

m/z 802,69599

SRR B

Figura 12A — Alguns metabdlitos desconhecidos (potenciais biomarcadores e metabdlitos inibidos) obtidos no imprint de

folha e raiz de manjericdo exposto a 0 e 25 uM de Cd"
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