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RESUMO

O dendé, fruto do dendezeiro (Elaeis guineensis) € a maior fonte de
Oleo vegetal do mundo e teve boa adaptacdo ao clima subtropical brasileiro.
Seu cultivo no Brasil, que tem maior extensdo no Para, é afetado pelo
Amarelecimento Fatal (AF), uma condicdo que pode provocar a morte da
planta e tem causa desconhecida. O objetivo deste projeto de mestrado foi
prospectar e identificar marcadores quimicos relacionados ao AF utilizando
uma abordagem metabolémica. Para que o estudo dessa causa fosse
realizado, pela primeira vez foram avaliados diferentes métodos de transporte
e extragcdo de folhas para verificar a estabilidade do perfil metabdlico desta
espécie. Diferencas significativas foram observadas utilizando a estratégia de
metabolic fingerprinting, com andlise dos metabdlitos por cromatografia de
ultra alta eficiéncia — espectrometria de massas (UHPLC-MS) e analise
quimiométrica dos dados por andlise de componente simultadneo e analise de
variancia (ASCA). Apés este estudo, folhas com e sem sintomas de AF foram
transportadas utilizando protocolo otimizado anteriormente, analisadas e
cinco potenciais biomarcadores foram identificados e relacionados as suas
respectivas vias metabdlicas, utilizando a analise de componentes principais
(PCA) como ferramenta quimiométrica. Por fim, fez-se uso da recente e
avancada técnica de imagem quimica em espectrometria de massas, com
ionizacao por dessorcédo a laser assistida por matriz (MALDI-MS Imaging), que
vem se destacando como uma poderosa ferramenta para a identificacédo de
compostos quimicos presentes na superficie de um tecido com localizacéo
espacial e foi utilizada pela primeira vez em um screening de metabdlitos em
folhnas de dendé na busca dos marcadores previamente identificados. Um
protocolo analitico foi desenvolvido para andlise com aplicacdo de matriz e
sem aplicagdo de matriz, com o intuito de abranger uma maior faixa de
massas e um dos possiveis marcadores foi detectado utilizando a técnica de
imagem sem matriz.

Vi



ABSTRACT

Oil palm (Elaeis guineensis) is the world’s major source of vegetable oil
and it has been able to adapt to the Brazilian subtropical area. Its growth,
largely done in Para, is affected by Fatal Yellowing (FY), a condition that can
cause plant’s death and has unknown cause. The aim for this master’s project
was to prospect and identify, using a metabolomics approach, possible
biomarkers of FY. To accomplish this study, for the first time different transport
and extraction methods were evaluated in order to verify the metabolic profile
stability in this species. Significant differences were noted and described using
a metabolic fingerprinting approach, with ultra high precision liquid
chromatography — mass spectrometry (UHPLC-MS) as the chemical analysis
and ANOVA simultaneous component analysis (ASCA) as the multivariate
statistic tool. After this study, leaves with and without FY symptoms were
transported using the previously optimizes protocol, analyzed and five
potential biomarkers were identified and related to their metabolic pathways,
using PCA as the chemometric tool. Finally, for the first time, the use of
advanced analytical technigues as MALDI imaging, which has been
highlighted as a powerful tool for identification of chemical compounds present
on tissue surface with spatial localization, has been applied to oil palm leaves
in order to perform a metabolic screening and search for the previously
identified biomarkers. An analytical protocol was established for analysis with
and without matrix application, for a wide range mass coverage and one of the
possible biomarkers was detected using the matrix-free approach.
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1. INTRODUCAO



1.1. Elaeis guineensis

O dendé, fruto do dendezeiro (Elaeis guineensis) (Figura 1), tem no seu
mesocarpo a maior fonte de 0Oleo vegetal do mundo (Alves et al., 2012).
Apesar da possibilidade do uso da casca, das fibras, do 6leo da améndoa
(palmiste) e do cacho vazio do dendezeiro em diversos segmentos industriais,
0 Oleo extraido da polpa do dendé é o mais utilizado pela boa qualidade e
baixo custo de producdo, com um rendimento entre 4 e 5 toneladas de 6leo
por hectare plantado. Além de ser utilizado na culinadria ha muitos anos,
também é usado na producado de sabdes e produtos de limpeza, cosméticos,
farmacéuticos, plasticos, lubrificantes, entre outros (EMBRAPA, 2007).

Figura 1. A) Cultivo de Elaeis guineensis. Fonte: br.fotolia.com. B) Cacho e
frutos maduros de dendé apos colheita. Fonte: www.aplantadavez.com.br.

O oleo de dendé € o mais consumido no mundo, dentre os 6leos
vegetais, com aproximadamente 35% do mercado em 2016/2017, equivalente
a producao de 64 milhdes de toneladas métricas, a frente da producao do 6leo
de soja, 53 milhdes de toneladas métricas. Os maiores produtores de 6leo de
dendé séo Indonésia e Malasia com 85% da producdo mundial (USDA, 2016).



Os primeiros registros industriais de dendé no Brasil sdo da década de
60 nos estados da Bahia e do Para, porém o dendé tem sua origem na Africa
e foi trazido ao nosso pais pelos escravos no século XVII (Alves et al., 2012),

onde foi observada uma boa adaptacao ao clima subtropical.

A ascenséo do plantio e cultivo de dendé, no Brasil, ocorreu a partir do
lancamento do Programa Nacional de Producédo e Uso de Biodiesel (PNPB),
em 2005, que estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de 2% de biodiesel ao
Oleo diesel com alteracdo para 5% em 2013 de acordo com a Lei n°
11.097/2005. Atualmente deve ser feita a adicdo de 10%, de acordo com a Lei
n°® 13.263/2016 (MME — Ministério de Minas e Energia).

1.2. Amarelecimento Fatal (AF)

No Brasil, a regido do Para concentra a maior area de plantio do dendé.
No entanto, as plantacdes sdo afetadas pelo Amarelecimento Fatal (AF)
(Figura 2), uma condi¢céo que pode levar a morte da planta pela necrose dos
foliolos que vai da extremidade para a base da folha flecha, causando o
apodrecimento da base e de seu meristema, estrutura responsavel pela
diferenciacdo celular onde pode ocorrer crescimento do individuo (de

Franqueville et al., 2003).

Figura 2. Dendezeiros afetados pelo Amarelecimento Fatal (Boari et al.,
2012).



O AF atinge as folhas e raizes do dendezeiro e sua causa €
desconhecida, mesmo com diversos estudos sendo realizados desde a
década de 80. Solucdes atuais para este problema séo os cultivos do hibrido
interespecifico BRS Manicoré, que é conhecido pela tolerancia ao AF, e da

espécie Elaeis oleifera, que ndo possui registros de casos de AF.

No entanto é continua a busca pela causa do AF em Elaeis guineensis
devido a sua maior producdo de oOleo dentre as outras variedades (De
Franqueville, 2003; Alves et al., 2012). Além disso, o E. guineensis apresenta
diferente composicdo quimica do hibrido e E. oleifeira, com uma maior
concentracdo de acidos graxos livres (como o &cido palmitico e oléico)
(Mozzon et al., 2013).

Atualmente existem as abordagens de pesquisa bibtica e abibética em
relacdo as possiveis causas do AF. Bergamin et al. (1998) demonstraram que
a disposicdo do AF no espaco e no tempo ndo possuem um padrdo
caracteristico de doencas fitopatogénicas e que o AF teria, portanto, origem
abidtica. Estudos das propriedades fisicas do solo e influéncia de macro e
micro nutrientes também foram avaliados, porém nenhum dos estudos revelou
resultados conclusivos sobre a causa do AF (Boari et al., 2012). Relacbes
fisico-hidricas foram relatadas e apenas indicaram que areas com drenagem
reduzida e muito proximas a cursos de agua possuem maior incidéncia de

plantas com AF (Bernardes, 2000; Bergamin et al., 1998).

Assim, novas abordagens séo propostas para a investigagéo da causa
do AF, como a metabolomica e suas vertentes, na busca de marcadores

guimicos presentes em vias metabdlicas.

1.3. Metaboldmica

A metabolémica, definida como a analise qualitativa e quantitativa de
todos os metabdlitos (ou da sua maioria) em um sistema biolégico (Fiehn,

2002), é uma abordagem que vem sendo cada vez mais utilizada para



relacionar caracteristicas genotipicas e fenotipicas, na busca de marcadores
quimicos de doencas (Abdelnur, 2014; Roessner et al., 2001), influéncia no
perfil metabdlico por estimulo externo, interacéo planta-herbivoro, controle de

qualidade, dentre outros (Wolfender et al., 2013).

Devido a alta complexidade da matriz vegetal, abordagens mais
especificas sdo utilizadas dependendo do objetivo do experimento. A
impressdo digital metabdlica (metabolic fingerprinting) consiste na analise
rapida e eficiente dos analitos detectaveis e posterior analise multivariada dos
dados de diferentes amostras com relacdo a intensidade de picos

cromatograficos ou sinais de espectros de massas.

N
(" = Processamento A
['E_;. ; ) de dados _
L E v

Preparo de amostra

Idenhfcagao de metabdlitos e
\_ estudo de vias alteradas )

Esquema 1. Etapas gerais realizadas em um experimento de impressao
digital metabdlica (metabolic fingerprinting). Adaptado de CIAL, Plataforma de
Metaboldémica. Fonte: www.cial.uam-csic.es.

A seguir serdo descritas as etapas de preparo de amostra, analise
quimica por espectrometria de massas, processamento de dados e

identificagdo de metabolitos, mostradas no Esquema 1.



1.3.1. Preparo de amostra em metaboldémica

Em metabolémica, o preparo de amostra € crucial para prevencao de
alteracdes enzimaticas dos compostos entre a coleta e a analise, como fatores
ambientais (oxidacao ou degradac&o por exposicdo a luz) que podem ocorrer
por uma ativacdo do mecanismo de defesa do metabolismo celular
(Pholosoph-Hadas et al., 1994).

De forma a inativar os processos metabolicos, diversos métodos de
guenching séo reportados na literatura (Ruijter et. al., 1996; Smits et al., 1998,
Scaefer et al. 1999; Villas-Bdas et al. 2005). Os métodos mais utilizados séo:
quenching em metanol a frio e em nitrogénio liquido (Jorge et al., 2015). Hajjaj
et al. (1998) demonstraram que ambos sao igualmente eficientes quando se
deseja uma rapida coleta e preparo de amostra.

Geralmente, o cultivo de Elaeis guineensis ocorre em locais de dificil
acesso, como a floresta amazbnica, onde existem campos de cultivo
experimental da Embrapa. Logo, a aplicacdo de protocolos ideais como o
guenching em nitrogénio liquido pode ser um desafio, que demanda a
avaliacdo da estabilidade dos metabdlitos em métodos de transporte

adequados.

1.3.2. Técnicas analiticas aplicadas a metabolémica

Em metabolémica, as técnicas analiticas que promovem a elucidacao
de estruturas quimicas tém destaque como, por exemplo, a ressonancia
magnética nuclear (RMN), que ja foi utlizada para identificacdo de
triterpendides, esterdides e derivados de benzeno em fungos isolados do
dendé (Kinge et al., 2011). Em conjunto com técnicas quimiométricas, a RMN
demonstra alta eficiéncia em metabolémica, pela alta reprodutibilidade e
rapidez nas analises, porém com menor sensibilidade que a espectrometria

de massas (Schripsema, 2010).



A espectrometria de massas tém sido cada vez mais utilizada em
metaboldmica quando acoplada a técnicas de separacdo tais como a
cromatografia liquida (LC-MS, do inglés liquid chromatography — mass
spectrometry) ou a cromatografia gasosa (GC-MS, do inglés gas
chromatography - mass spectrometry). A eficiéncia deste sistema analitico é
observada pelo acoplamento de um cromatografo, que auxilia na separacao
de misturas complexas antes de sua analise, com um espectrometro de
massas, que possui alta sensibilidade e possibilita a elucidacdo estrutural por
padrées de fragmentacdo, garantindo um screening com alta rapidez e

especificidade.

1.3.2.1. Espectrometria de Massas

Em espectrometria de massas, sao utilizadas diversas fontes de
ionizacao (ESI, MALDI, EIl) e analisadores (TOF, ion trap, orbitrap, FT-ICR)
em andlises de impressao digital metabdlica. Nos proximos topicos serao
discutidos os usos das fontes e analisadores utilizados neste trabalho, que

geralmente sdo os mais utilizados em metabolémica.

lonizacéo por Eletrospray

A técnica de ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés electrospray
ionization), introduzida por Fenn e Yamashita (1984), foi uma revolu¢cdo em
espectrometria de massas devido as vantagens em relacdo aos métodos
anteriores, como a possibilidade do acoplamento de cromatografos liquidos
a espectrometros de massas, a alta sensibilidade mesmo com analitos em
baixas concentracdes, ionizacdo branda a pressao atmosférica, analise de
compostos polares de alto peso molecular e a possibilidade de formacao de

multiplas cargas, essencial na analise de proteinas.

Neste método, um campo elétrico, obtido com a aplicacdo de uma
diferenca de potencial na ordem de 3-6 kV, é gerado e aplicado, em presséo
atmosférica, na amostra liquida pré-ionizada que passa por um capilar sob

baixo fluxo, em geral de 1-10 pL/min. Com esse campo elétrico, as cargas séo
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acumuladas no final do capilar e entdo expelidas, gerando um feixe de
microgotas carregadas na direcéo do interior do analisador (Figura 3). Assim,
a técnica se mostra eficiente na andlise de compostos polares no modo
positivo e negativo de ionizacdo, além de aplicavel a diversas areas, como
proteinas (Kinter et al., 2005), virus (Bothner et al., 2004), bactérias (Wilkins
et al., 2005) e imagem quimica com o advento da fonte DESI (desorption
electrospray ionization) (TAKATS et al., 2004).

Cone de @
Agulha spray , Taylor ., <
2-5 kv _// Q@&} %f:}ﬁ? @ Espectrometro
o > @ de Massas
Amostra 9‘} 9.3. o @® ® @ @
Talchetvitli @Qba e @@ @ ® )
E> D @ @®
\ BED
| 3
Excesso de carga na
superficie
C/) Solvente e moleculas neutras d )

Corrente
- —_

2-5 kV
Fonte

Figura 3. Esquema geral de formacéo de ions por eletrospray. Adaptado de
Cech et al., 2001.

Em metabolémica vegetal, a fonte ESI vem sendo utilizada para analise
de diversas classes de compostos, como flavonas glicosiladas (Tahir et. al.,
2011, 2012) e acidos graxos em Elaeis guineensis (Fauzi et al., 2011), acidos
organicos e aminoacidos em Arabidopsis thaliana (Fiehn et al.,, 2000),
glicoalcaldides, acidos clorogénicos e flavondides em tomate (Rogachev et
al., 2012). Esta variada aplicacdo na analise de compostos polares e
possibilidade de acoplamento com sistemas cromatograficos como a

cromatografia de ultra alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra high performance
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liquid chromatography) e analisadores de massas de alta resolugcdo mostram
a viabilidade desta fonte de ionizagcdo em analise de metabdlitos para busca

de biomarcadores.

lonizacao por Dessorcao a Laser Assistida por Matriz

A técnica de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI, do inglés matrix assisted laser desorption ionization) foi introduzida
em 1988 por Karas e Hillenkamp e se disseminou pela capacidade de analisar
compostos termo-labeis e ndo volateis de alta massa molecular como
proteinas, oligonucleotideos e polimeros em decorréncia da
dessorcdo/ionizagdo com auxilio de moléculas organicas pequenas,
denominadas matrizes, que auxiliam na geracao de ions em fase gasosa pela

absorcao de radiacdo no comprimento de onda do laser (Vestal et al., 1995).

Na analise por MALDI, o analito de interesse € misturado com uma
matriz e depositado sobre uma placa de MALDI. Apés evaporacao do solvente
e cristalizacdo da matriz, € gerada uma fina camada sélida na placa que é
inserida no espectrémetro de massas. Dentro da fonte de ionizacéo, é gerado
alto vacuo (ordem de 10 bar) e ocorre uma ablacéo por laser pulsado por
curtos periodos de tempo, onde a matriz absorve a energia do laser e gera
uma “pluma” de ions de matriz e analito, que sao levados ao interior do

analisador de massas (Figura 4).

Dentre os lasers mais utilizados em MALDI, é possivel citar o laser de
nitrogénio, com A =337 nm e o Nd:YAG com A = 355 nm. As matrizes utilizadas
dependem da classe do analito a ser estudada e normalmente varias matrizes
sdo testadas para que o experimento seja otimizado. Para moléculas de baixa
massa molecular, normalmente sdo usadas as matrizes &cido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB, do inglés 2,5 dihydroxybenzoic acid) e acido a-ciano-
4-hidréxicinamico (HCCA, do inglés a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) para o
modo MALDI(+)-MS e a 9-aminoacridina (9-AA, do inglés 9-aminoacridine)
para o modo MALDI(-)-MS.
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Figura 4. Esquema geral de lonizacdo por dessorcéo a laser assistida por
matriz (MALDI). Fonte: nationalmaglab.org.

MALDI-Imaging MS

Muitos metabdlitos tém a funcdo de defesa contra patdégenos ou
predadores e devem se distribuir de forma ndo homogénea na sua superficie
de forma a otimizar suas fun¢des bioldgicas, quando sob stress biético ou
abidtico. O desenvolvimento de um protocolo para analise de imagem quimica
em folha de dendé mostra-se promissor para elucidar a localizagdo de
marcadores quimicos do AF e facilitar o entendimento de suas possiveis rotas
metabdlicas afetadas pela relagdo com organelas ou estruturas biolégicas que
tém localizac&o espacial definidas.
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Esquema 2. Preparo de amostra com aplicacdo de matriz e andlise por
MALDI-MSI. Adaptado de Lee et al., 2012.

As recentes técnicas de imagem quimica por MALDI-MSI (do inglés,
MALDI - mass spectrometry imaging) e LDI-MSI (sem uso de matriz) tém sido
amplamente utilizadas para esse proposito pela possibilidade do uso de
analisadores de alta resolucdo e com ampla faixa de massas analisavel, como
tempo de vbo (TOF, do inglés time of flight), e por permitir uma melhor
resolucdo de imagem (menores pixels) com uso de lasers cada vez mais
sofisticados, que em modulos comerciais vao de 20 a 200 um de didmetro e
em modulos ndo comerciais chegam a 0,6 um de didmetro (McDonnell, 2007).

O maior desafio no desenvolvimento de protocolos de imagem quimica
em MALDI est4 na aplicacdo de matriz, jA que esta deve ser realizada de
forma a obter uma superficie 0 mais uniforme possivel. Quando aplicada a
tecidos animais, como em ratos (Khatib-Shahidi et al., 2006) ou tecido tumoral
(Abdelnur, 2010), é utilizado um criostato equipado com lamina que promove
cortes uniformes e finos, na ordem de 10 mm, o que diminui a incidéncia de
partes rugosas ou declives que possam acumular a matriz depositada e nao

reproduzir fielmente as localizacdes de espécies quimicas. Na analise de
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folhas, tal preparo de amostra se torna inviavel pela impossibilidade do corte
ser feito em uma estrutura naturalmente fina, com cerca de 200 um de
espessura. Essa ndo-uniformidade do tecido vegetal e sua consequéncia nas
analises de imagem quimica tém sido debatidas e autores propdem a
utilizacéo de ferramentas matematicas que possam provar a uniformidade dos
picos obtidos apds analises consecutivas da mesma massa (Annangudi et al.,
2015).

Outro desafio € o acesso do laser ao interior da folha, que contém
espessas camadas cerosas acima da epiderme vegetal, que diminuem a
mobilidade da matriz aplicada. Nesse sentido, sao propostos procedimentos
de lavagem para remocao quimica da pelicula constituida basicamente por

lipideos que néo sdo de interesse analitico.

A escolha da matriz também se mostra essencial no desenvolvimento
de protocolos de MALDI-MSI. Além de absorver energia no comprimento de
onda do laser, a matriz deve ser adequada para a andlise na faixa de massa
desejada. A matriz 9-AA é reconhecida no auxilio da ionizacao e deteccéo
com localizacdo espacial de moléculas de baixa massa, como lipideos em
tumores (Dekker et al., 2014) e folhas de Arabidopsis thaliana (Shroff et al.,
2008). A matriz DHB também € reconhecida na analise de compostos de
massa molecular baixa, como alcaléides em fruto de Mycena metata (Jaeger
etal., 2013) e compostos fendlicos em fruto de Vaccinum virgatum (Yoshimura
et al., 2012).

Diversas classes de metabdlitos ja foram estudadas utilizando a técnica
de MALDI-MSI como flavondides e antocianinas (Cha et al., 2008; Hoelscher
et al., 2009; Korte et al., 2011) e fosfolipideos em semente de arroz (Zaima et
al., 2010). No entanto, a técnica MALDI-MS e a abordagem de imagem
quimica (MALDI-MSI) ainda nédo foram utilizadas na analise de metabdlitos

em dendé.
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Analisador por tempo de voo

O analisador TOF se baseia no principio da medida da massa a partir
do tempo que os ions demoram para percorrer um espaco definido. Quanto
menor a massa do ion m/z, menor o tempo para alcancar o detector. Um
esquema do funcionamento do analisador TOF é mostrado na Figura 5.

Distancia da Distancia percorrida no
aceleragao tubo de voo

-+ Ll -

(a) [

Detector

Distancia da Distancia percorrida no
aceleragédo tubo de véo

— |
=
(b) (1)

Detector Refletor

Figura 5. Esquema do analisador TOF (a) linear e (b) refletor. Adaptado de
Soares et al., 2012.

Analisadores TOF podem ser operados na configuragao linear (Figura
5a) e refletor (Figura 5b), sendo a linear ideal para analise de compostos de
alta massa, como proteinas; e o refletor, ideal para analise de compostos de
baixa ou média massas, pelo aumento na resolugdo dos sinais que ocorre

devido a correcdo das dispersdes espacial, temporal e cinética.

Fontes de ionizacao pulsadas como o MALDI acopladas a analisadores
do tipo TOF se mostram eficientes no estudo de metabolémica por avaliar uma

ampla faixa de massas e permitir, com o advento da técnica de imagem
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quimica, uma analise da localizacdo espacial de metabdlitos, lipideos e

proteinas presentes em uma superficie.

Devido a sua alta resolucdo de sinais de massas (entre 20.000 e
100.000 em equipamentos comerciais), o analisador TOF tem grande
importadncia na andalise de metabolémica, por possibilitar a atribuicdo de
férmulas moleculares com base na massa exata do composto e no padrédo

isotopico.

Analisador ion trap

Em metabolémica, além do uso de alta resolugéo para atribuicdo de
férmulas moleculares as estruturas, a fragmentacdo dos compostos é crucial
na elucidacao de metabdlitos de interesse. O analisador ion trap permite nao
s6 a fragmentacdo de metabdlitos (experimentos MS/MS) como também a
guebra sucessiva dos fragmentos gerados (experimentos MS"), o que facilita

o entendimento na identificacdo de moléculas em metabolémica.

1.3.3. Processamento de dados em metabolémica

A guimiometria € uma ferramenta importante em metabolémica pela
capacidade de organizar e facilitar o entendimento dos processos que
ocorrem quando uma grande quantidade de dados € gerada, por meio da
representacdo visual da informagdo e um sentido biolégico para um
fendmeno. Assim, o reconhecimento de padrdes relacionados a doengas ou
stress conduzido é facilitado quando uma grande quantidade de replicatas

biolégicas, técnicas e analiticas sao estudadas ao mesmo tempo.

Para que a maior quantidade de informacdo seja extraida de um
experimento feito em sistema LC-MS, antes das analises multivariadas, faz-
se necessario um pré-processamento dos dados, na construcdo de uma

matriz de variaveis, ou bucket table. Desta forma, as informacdes contidas
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dentro de cromatogramas e espectros de massas sdo ordenadas em uma
tabela com variaveis de interesse, como tempo de retencao e intensidade de

massa.

Na construcdo da matriz de variaveis, alguns parametros devem ser
considerados para uma melhor representacao dos dados nas subsequentes
andlises quimiométricas, como o algoritmo responsavel pela deteccado dos
picos (peak detection), o alinhamento de picos cromatogréficos e a
normalizacdo dos dados, normalmente feita com o auxilio de um padréo

interno com concentracao e massa conhecida.

O algoritmo do peak detection deve ser otimizado de forma a fielmente
descrever, na matriz de dados, a intensidade e o tempo de retencdo da massa
analisada. Se essa otimizacdo ndo for feita, alguns problemas como a
somatoéria de massas vicinais (relativos ao padrédo isotépico) podem ocorrer,
gerando informagdes que serdo mal-interpretadas. Outro parametro
importante € a normalizacédo dos dados, necessario para diminui¢ao dos erros
analiticos que ocorrem em analises sequenciais, como pequenas variacdes
nos volumes adicionados ou retirados de recipientes, erros de calibragéo de
balancas analiticas, de equipamento, variaces de temperatura do laboratdério,
etc. A normalizacdo é feita quando um padrdo interno, com massa e
concentracdo conhecidos, é adicionado a cada amostra e no momento da
construcdo da bucket table, o valor da intensidade de massa do padrédo é
normalizado. O alinhamento dos picos cromatogréaficos também € indicado
para que haja uma reducédo na variagdo do tempo de retencédo que ocorre
entre as corridas cromatograficas e muitas vezes sao quase imperceptiveis,

mesmo com 0 uso de sistemas cromatograficos cada vez mais sofisticados.

A analise de componente principal (PCA) é a ferramenta quimiométrica
mais utilizada em metabolémica, por apresentar um modelo de separacao
nao-supervisionado, onde 0s grupos sao projetados no espaco (score plot)
simplesmente pela diferenca de intensidade das variaveis em cada amostra.
Este modelo também apresenta a projecao das variaveis responsaveis por tal

separacéo (loadings plot) e o nivel de importancia nessa separagéo de grupos
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(Trygg et al., 2006). Assim, o PCA se mostra util no estudo de problemas de
duas classes, como por exemplo na avaliacédo de dois grupos (sadio e afetado)

na busca de possiveis biomarcadores.

Quando a observacao é feita sobre mais de dois grupos, analises
multivariadas sédo necessérias no tratamento de dados, como a analise de
variancia com componente simultaneo (ASCA, Smide et al., 2005), que alia
as metodologias do PCA e andlise de variancia (ANOVA, do inglés analysis of
variance) e ja foi utilizado como teste quimiométrico com foco em
metaboldmica humana (Lemanska et al.,2012). Em metabolémica vegetal, as
andlises de multigrupo podem relacionar entre si diversas variaveis, tipos de
extracdo de metabdlitos e transporte de amostras, para desenvolvimento de
métodos de analise, como € o caso deste projeto, onde o ASCA foi pela

primeira vez utilizado para tratamento quimiométrico de metabdlitos vegetais.

1.4. Metabolémica aplicada a dendé

Poucos trabalhos de analise quimica em dendé, utilizando diferentes
técnicas analiticas como LC, RMN e MS, foram descritos na literatura, e
nenhum emprega a abordagem global de metabolémica.

Nas raizes do dendé, os &acidos organicos siringico, caféico e 4-
hidroxibenzéico foram identificados por cromatografia de alta performance
acoplado a detector de comprimento de onda variavel (HPLC-VWD) (Chong
et al., 2011). Em fungos isolados do dendé foram identificados triterpendides,
esterdides e derivados de benzeno com uso de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectrometria de massas com ionizagdo por impacto de
elétrons (EI-MS) (Kinge et al., 2011). Por HPLC-MS/MS foram analisadas
folhas do dendezeiro, com énfase na identificacdo de flavonas glicosiladas
(Tahir etal., 2012) e no perfil de fragmentacéo de acidos organicos e polifendis
por perda neutra (Tahir et al., 2013). Analises por UPLC-MS/MS detectaram
a presenca de 4cidos graxos em 6leo de dendé (Fauzi et al., 2011), que ndo

foram identificados.
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Devido a pouca quantidade de trabalhos relacionados a andlise de
folhas de dendé (Tahir et al., 2012, 2013), uma maior investigagédo do perfil
metabdlico € necessaria para entendimento das causas do AF, que afeta esta
parte da planta. O metabolic fingerprinting e a imagem quimica, que até entdo
nao foram utilizadas em anélises de E. guineensis, sdo abordados nos trés
capitulos deste trabalho, que tem foco na andlise de folhas de dendé e séo
descritos a segquir.
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2. OBJETIVOS
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O objetivo geral dessa dissertacdo de mestrado € prospectar
marcadores quimicos relacionados ao amarelecimento fatal em folhas de
Elaeis guineensis utilizando técnicas analiticas avancadas baseadas em
espectrometria de massas, UHPLC-MS/MS e MALDI-MSI, com abordagem
metabolomica.

Os objetivos especificos desse trabalho séo:

e Verificar a estabilidade dos metabolitos presentes em folhas de E.
guineensis utilizando a estratégia metaboldomica de “impresséao digital
metabdlica” (metabolic fingerprinting);

e Analisar folhas de dendé com e sem sintomas de AF por UHPLC-
MS/MS na busca de marcadores quimicos;

e Otimizar um protocolo analitico para visualizacdo espacial dos
metabdlitos presentes nas folhas de Elaeis guineensis utilizando
MALDI-MSI.
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3. CAPITULO 1

Estudo da estabilidade dos metabdlitos presentes em
folhas de dendé utilizando a estratégia metabolGmica

de “impressao digital metabdlica” (metabolic

fingerprinting)
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3.1. Procedimento experimental

3.1.1. Materiais e métodos

Etanol 99,7% foi obtido da J.T.Baker, acido férmico 99% foi obtido da
Carlo Erba, acetonitrila >99.9% foi obtida da Fluka Analytical, hidréxido de
sodio >97% foi obtido da Sigma-Aldrich.

3.1.2. Aquisicao do material

Segmentos da folha 17 foram coletados na vitrine da Embrapa
Agroenergia, Brasilia-DF, localizado em 15°36'09.1"S 47°43'35.0"W. No
estudo da impressao digital metabdlica de folhas de dendé simulando uma

coleta no campo e transporte de amostras, foram utilizadas trés condicdes:
a) Transporte em nitrogénio liquido (N2) por 5 horas;
b) Transporte em gelo seco (gelo) por 12 horas;
c) Transporte em temperatura ambiente (TA) por 12 horas.

Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C até o

momento da extracdo e andlise, que aconteceram 24 horas depois.

Na extracdo dos metabdlitos, trés solventes foram avaliados, sendo
eles: i) etanol 100%, ii) etanol 70% e iii) etanol 70% + acido férmico 0,1%.
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Transporte Armazenamento
Temperatura |, | -80°C
Ambiente
(TA)
coletada
Nitrogénio %| -80°C
Liquido
(N,)

Extracdo
(Quintuplicata)

Etanol 100% (100E)

Etanol 70% (70E)

Etanol 70% + Ac.
Férmico 0,1% (70FAE)

Etanol 100% (100E)

Etanol 70% (70E)

Etanol 70% + Ac.
Férmico 0,1% (70FAE)

Etanol 100% (100E)

Etanol 70% (70E)

Etanol 70% + Ac.
Férmico 0,1% (70FAE)

Esquema 3. Coleta e preparo de amostra em diferentes métodos de
transporte e solvente.

Para a identificagdo do maior nimero de metabdlitos presentes nas
folhas, foram realizadas andlises por UHPLC-ESI(-)-MS e UHPLC-ESI(+)-MS,

mostradas na Tabela 1. De forma a avaliar as variacdes metabdlicas de um

grande numero de amostras e de variaveis (espectros de massas complexo),

fez-se necessario o uso da ferramenta estatistica ASCA.

Tabela 1. Amostras de folha de dendé analisadas por UHPLC-ESI(+/-)-MS
sob diferentes condi¢des de transporte e extracao.

Amostras analisadas por UHPLC-ESI(-)-MS Amostras analisadas por UHPLC-ESI(+)-MS
Numero | Condicdo | Solvente Numero | Condicdo | Solvente
amostra de de Replicata | amostra de de Replicata
(#) transporte | extracdo (#) transporte | extracdo
1-5 TA 100E R1-R5 46-50 TA 100E R1-R5
6-10 TA 70E R1-R5 51-55 TA 70E R1-R5
11-15 TA FA70E R1-R5 56-60 TA FA70E R1-R5
16-20 Gelo 100E R1-R5 61-65 Gelo 100E R1-R5
21-25 Gelo 70E R1-R5 66-70 Gelo 70E R1-R5
26-30 Gelo FA70E R1-R5 71-75 Gelo FA70E R1-R5
31-35 N2 100E R1-R5 76-80 N2 100E R1-R5
36-40 N2 70E R1-R5 81-85 N2 70E R1-R5
41-45 N2 FA70E R1-R5 86-90 N2 FA70E R1-R5

*TA (Temperatura ambiente); N2 (Nitrogénio liquido); 100E (etanol 100%); 70E
(70:30 etanol:agua)/ FA70E (70:30 etanol:agua + 0,1% acido férmico)
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3.1.3. Extracdo dos metabdlitos

Apébs o tempo de transporte e armazenamento, microtubos de 2 mL
contendo 100 mg de cada amostra de folha, descritas na Tabela 1, foram
refrigerados em nitrogénio liquido e levados a um moinho de bolas do tipo mini
beadbeater (Biospec Products, Estados Unidos) por 30 segundos. Em
seguida, 1 mL do solvente correspondente foi adicionado a cada microtubo.
Os microtubos foram incubados em thermomixer (Eppendorf, Alemanha) a 4
°C por 30 minutos e entdo sonicados por 30 minutos em banho de gelo. Foi
feita uma centrifugacao (Thermo Scientific, Estados Unidos) a 12000 rpm por
5 minutos a 8 °C e 250 pL do sobrenadante foram transferidos para vials de 1
mL para analise. Os vials foram mantidos em um autoamostrador a 4 °C até

analise.
3.1.4. Analise por UHPLC-MS/MS

Finalizada a extracdo, 0,2 pL de amostra foram injetados no sistema
hifenado constituido por UHPLC modelo Nexera X2 (Shimadzu, Japéao)
equipado com coluna de fase-reversa Acquity UPLC BEH C8 (1,7 um, 2,1x150
mm) (Waters Technologies, Estados Unidos) acoplado a um espectrémetro
de massas modelo Maxis 4G (Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com
fonte ESI e analisador de massas de alta resolucao tipo TOF. Foi utilizado o
seguinte gradiente de fase mével descrito na Tabela 2, onde o solvente A foi
acido formico 0,1% em &gua (v/v) e o solvente B &cido férmico 0,1% em
acetonitrila (v/v). O fluxo utilizado foi de 400 pL/min. Foram feitas corridas
cromatograficas de 22 minutos, sendo os 4 minutos finais para reconstituicao

da coluna para a proxima analise.
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Tabela 2. Gradiente de eluicao aplicado no método UHPLC otimizado.

Eluente A Eluente B

Etapas Tempo (min) (vol %) (vol %)
1 Inicio-0,5 96 4
2 0,5-10 66 34
3 10-15 0 100
4 15-18 0 100

No espectrometro de massas foram utilizados os modos de ionizagao
positivo (ESI(+)-MS) e negativo (ESI(-)-MS), com parametros instrumentais:
voltagem do capilar 4,5 kV; pressédo do nebulizador 4 bar; fluxo de gas de
secagem 9 L/min; temperatura do cone 200 °C; temperatura da coluna 40 °C;
taxa de aquisicdo de espectros 3 Hz; faixa de massas monitorada 80-1200
Da. A calibracdo do equipamento foi feita com cluster de formiato de sédio
(solucdo de NaOH 10 mM em solucéo isopropanol:agua 1:1 (v/v) contendo
0,2% de acido férmico), inserido diretamente no inicio de cada corrida por uma
valvula de 6 portas. A normalizacao dos dados foi feita com a adicdo do
padréo interno ampicilina (m/z 350,110; tempo de retengéo 7,29 min).

Os dados foram adquiridos pelo software HyStar Application, verséao
3.2. Para atribuicdo da formula molecular dos ions detectados, foi utilizado o
algoritmo SmartFormula (DataAnalysis versdao 4.2, Bruker Daltonics,
Alemanha) e a identificacdo dos metabdlitos foi feita usando o software
CompoundCrawler (DataAnalysis versao 4.2, Bruker Daltonics, Alemanha)
que correlaciona a formula molecular a todos os isbmeros presentes em
bancos de dados publicos Enciclopédia Kyoto de Genes e Genomas (KEGG,
do inglés Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes) e/ou Entidades
Quimicas de Interesse Bioldgico (ChEBI, do inglés Chemical Entities of

Biological Interest).

Utilizando o software ProfileAnalysis, versao 4.2 (Bruker Daltonics,

Alemanha), os dados foram processados com a elaboracéo de uma matriz de
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variaveis (bucket table) que representa as intensidades dos sinais em uma
respectiva janela de tempo de retencdo, contemplando as corridas
cromatograficas de 0,6 a 10 minutos (onde os picos cromatograficos de
interesse se apresentaram), na faixa de m/z 80 a 1200. Os compostos foram
relacionados as respectivas massas utilizando-se o algoritmo busca de

caracteristicas moleculares (FMF, do inglés find molecular features).

No tratamento estatistico foi utilizado o software MatlLab, verséo
R2014b (The MathWorks Inc, Estados Unidos) e o software PLS Toolbox
versdo 7.9 (Eigenvector Research Inc, Estados Unidos). Foi utilizado o
escalonamento Pareto para corrigir variancias de sinais ndo constantes. O
teste de ASCA aqui apresentado foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr.
Anselmo Elcana de Oliveira, do Instituto de Quimica da Universidade Federal

de Goias.

3.2. Resultados e Discussao

De acordo com a filotaxia do dendezeiro, a folha 17 foi coletada porque
esta numeracao de folha é a ideal para andlise foliar de plantas que tenham
mais de 3 anos de plantio. Desta forma, as caracteristicas fisioldgicas do
dendezeiro adulto sdo melhor expressas (Rodrigues et al., 2007).

Assim, foi desenvolvido um método rapido e robusto, capaz de extrair
e detectar um grande numero de metabdlitos em folha de dendé e avaliar a
estabilidade dos metabdlitos em diferentes modos de preparo e transporte. O
uso de alta pressdo em coluna UHPLC proporcionou o tempo de corrida
cromatografica de 18 minutos, sendo que os métodos previstos anteriormente
eram mais longos (corridas de 30-60 minutos) e com menor resolugdo na
separacdo dos picos cromatografico (Tahir et al., 2012), devido ao uso de
sistema de HPLC.

Os cromatogramas de pico base (BPC, do inglés base peak
chromatograms) s&o mostrados na Figura 6-11, onde uma média de 44, 50 e

54 picos cromatograficos foram atribuidos, na andlise por ESI(+)-MS, aos
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métodos de extracdo 100E, 70E e FA70E, respectivamente. Nas analise por
ESI(-)-MS, as médias sédo de 104, 121 e 128 picos cromatogréficos atribuidos
aos métodos de extracdo 100E, 70E e FA70E, respectivamente. A atribuicdo

de picos cromatograficos foi feita usando o algoritmo FMF.
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Figura 6. Cromatogramas de pico base (BPC) de extratos folha de dendé
apos analise por UHPLC-ESI(-)-MS. *TA: Temperatura Ambiente. 100E:
etanol 100%, 70E: etanol 70%, FA70E: etanol 70% + acido formico 0,1%.
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Figura 7. Cromatogramas de pico base (BPC) de extratos folha de dendé
apos analise por UHPLC-ESI(-)-MS. *100E: etanol 100%, 70E: etanol 70%,
FA70E: etanol 70% + &acido férmico 0,1%.
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apos analise por UHPLC-ESI(-)-MS. *N2: nitrogénio liquido. 100E: etanol
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Figura 9. Cromatogramas de pico base (BPC) de extratos folha de dendé
apos analise por UHPLC-ESI(+)-MS. *TA: Temperatura Ambiente. 100E:
etanol 100%, 70E: etanol 70%, FA70E: etanol 70% + acido formico 0,1%.
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Figura 10. Cromatogramas de pico base (BPC) de extratos folha de dendé
apos andlise por UHPLC-ESI(+)-MS. *100E: etanol 100%, 70E: etanol 70%,
FA70E: etanol 70% + acido férmico 0,1%.
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Flgura 11. Cromatogramas de pico base (BPC) de extratos folha de dendé
apos andlise por UHPLC-ESI(+)-MS. *N2: nitrogénio liquido. 100E: etanol
100%, 70E: etanol 70%, FA70E: etanol 70% + &cido férmico 0,1%.

O espectrometro de massas de alta resolucdo utilizado € capaz de
predizer a férmula molecular de um composto considerando o valor da razéo
massal/carga (m/z), erro da medida (correlacdo entre massa tedrica e massa
experimental) e seu mSigma (relacionado ao perfil isotopico). Foram feitas
identificagcfes de alguns metabdlitos de interesse (sessdes 3.2.1 e 3.2.2) apds

a separacdo dos grupos na andlise por ASCA com base nas analises por
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espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS, do inglés high resolution

mass spectrometry), MS/MS e comparagéo com a literatura.

Com o uso de gradiente de fase movel (acetonitrila/agua) em coluna de
fase reversa, € possivel distinguir o grupo polar (0,6 a 2 minutos), grupo de
polaridade média (2 a 8 minutos) e grupo apolar (8 a 10 minutos) (Figura 6-
11).

3.2.1. Dados UHPLC-ESI(+)-MS

Os efeitos de transporte e solvente foram avaliados por modelos de
PCA e séo apresentados nas Figuras 12a-15a . Houve uma discriminacao de
trés grupos de acordo com condi¢fes de transporte, assim como de solventes.
As avaliagOes foram feitas levando-se em conta valores de loadings maiores
que 0,1 e menores que -0,1. Nas Figuras 12-15 sdo mostrados os dois ions
de cada grupo com maior relevancia estatistica para a separacdo das

variaveis nos graficos de score.

Na analise por ESI(+)-MS, 18 metabdlitos foram encontrados com a
capacidade de distinguir os grupos relacionados ao modo de transporte
(Figura 12). Os metabolitos com m/z 138,091: rt 1,39 min (CsH1:NO) e m/z
323,110: rt 4,39 min (CisH1807) foram detectados em maior intensidade
utilizando nitrogénio liquido como transporte. J& os metabdlitos com m/z
104,107: rt 0,94 min (CsH13NO) e m/z 138,057: rt 1,04 min (C7H7NO2) foram
melhor extraidos quando transportados em gelo. Os metabdlitos m/z 258,110:
rt 0,98 min (CsHi19NO3) e m/z 154,086: rt 1,17 min (CsHi12NO2) foram
detectados em maior intensidade quando transportados em temperatura

ambiente.
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Figura 12. Dados UHPLC-ESI(+)-MS com analise da condi¢ao de transporte.
A) Gréfico de scores relativo a separacdo de grupos. B) fons com maior
distincao entre as condi¢des de transporte. C) Comparacéao das intensidades
dos picos de massas de cada metabdlito avaliado. Vermelho: temperatura
ambiente; verde: gelo e azul: nitrogénio liquido..
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Com relacéo ao efeito de solvente, 22 metabdlitos destacaram-se na
separacao dos grupos na analise estatistica (Figura 13). Os metabdlitos m/z
154,086: rt 1,17 min (CsH12NO2) e m/z 138,057: rt 1,04 min (C7H7NO2) foram
majoritariamente extraidos quando utilizado etanol 100% (100E) enquanto
qgue os metabdlitos m/z 185,009: rt 1,17 min (C7H4Os¢) € m/z 150,055: rt 1,74
min (CsH7NO2) foram melhor detectados com uso de etanol 70% no processo
de extracdo. Usando etanol 70% + 0,1% de &cido formico, os metabdlitos m/z
147,044 rt 4,92 min (CoHeO2) e m/z 250,144: rt 5,41 min (C14H19NO3) foram
melhor extraidos. Estes resultados confirmam que metabdlitos sédo extraidos
dependendo do solvente utilizado. Espectros de massas ESI(+)-MS foram

analisados (Figuras 12c e 13c) para confirmar os dados obtidos pelo ASCA.
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0,2395 1,17 154,086 -4,5 |597.342| 97.740 188.458 | CgHi2NO, 100E
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Figura 13. Dados UHPLC-ESI(+)-MS com analise da condicao de solvente de
andlise. a) Gréafico de scores relativo a separacédo de grupos. b) fons com
maior distincdo entre as condigcbes de transporte. ¢) Comparacdo das
intensidades dos picos de massas de cada metabdlito avaliado. Vermelho:
etanol 100%; verde: etanol 70% e azul: etanol 70% + acido férmico 0,1%. O
ion m/z 147,044 € um fragmento do ion m/z 379,0528.

3.2.2. Dados UHPLC-ESI(-)-MS

Um efeito similar quanto a intensidade de metabalitos foi visualizado na
analise por ESI(-)-MS. Trés grupos também foram formados dependendo das
condicBes de transporte e solvente de extracdo (Figuras 14 e 15). Segundo
dados do ASCA, 30 metabdlitos foram considerados significantes para
distincdo de grupos relacionados ao transporte (Figura 14). Metabdlitos m/z
683,226: rt 1,00 min (C24H44022) and m/z 719,202: rt 1,02 (C3oH40020) foram
melhor extraidos no transporte com nitrogénio liquido. Metabdlitos m/z
439,183: rt 6,19 min (C1sH32012) € m/z 417,214: rt 9,27 min (C20H340y) foram
melhor extraidos apds transporte em gelo enquanto que m/z 152,072: rt 1,16
min (CsH1o0NO2) e m/z 377,086: 1,02 min (C1sH1809) foram melhor observados

apoés transporte em temperatura ambiente.
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Figura 14. Dados UHPLC-ESI(-)-MS com andlise da condicdo de transporte.
a) Gréafico de scores relativo a separagdo de grupos. b) fons com maior
distingcdo entre as condi¢des de transporte. ¢c) Comparacao das intensidades
dos picos de massas de cada metabdlito avaliado. Vermelho: temperatura
ambiente; verde: gelo e azul: nitrogénio liquido.

Um total de 20 metabdlitos foi considerado relevante para distinguir os

trés grupos relacionados ao solvente de extracdo (Figura 15). Metabdlitos m/z
683,226: rt 1,00 min (C24H44022) e m/z 152,072: rt 1,16 min (CsHi1oNO2) foram
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melhor extraidos com etanol 100%. Metabolitos m/z 182,994: rt 1,17 (C7H40Oe)
e seu dimero m/z 366,995: rt 1,17 min (C14HsO12) foram melhor extraidos com
etanol 70%. J& os metabdlitos m/z 439,086: rt 1,01 min (C19H20012) € m/z

191,020: rt 1,12 min (CeHsO7) foram melhor extraidos com uso de etanol 70%

+ &cido férmico 0,1%. Os espectros de massas ESI(-)-MS confirmaram os
resultados de ASCA (Figuras 14c e 15c).
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-0,2073 | 0,1820 1,00 683,226 -2,1 494.574 | 337.976 | 256.638 | Cy4HO2 100E
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0,2117 0,2212 1,17 366,995 -1,5 23.952 230.861 176.130 C14HgO12 70E
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0,1775 |-0,2266 | 1,01 439,086 3,5 625.000 91.629 163.962 | Ci9H20012 FA70E
0,1882 1,12 191,020 11 7.340 72.222 92.474 CeHsO7 FA70E
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Figura 15. Dados UHPLC-ESI(-)-MS com andlise da condic&o de solvente de
andlise. a) Gréafico de scores relativo a separacéo de grupos. b) fons com
maior distincdo entre as condigcbes de transporte. ¢) Comparacdo das
intensidades dos picos de massas de cada metabdlito avaliado. Vermelho:
etanol 100%; verde: etanol 70% e azul: etanol 70% + &cido férmico 0,1%. O
ion m/z 366,995 € um dimero do ion 182,994.

O método de analise multivariada ASCA foi aplicado a estrutura de dados
gerada pelas bucket tables. Nos modos de ionizagdo ESI(+)-MS e ESI(-)-MS,
os fatores de transporte e solvente foram estatisticamente significantes (P =
0,05) e dentre os dois fatores, o efeito do solvente (48,37) foi indicado como
0 mais importante em relagcéo ao efeito do transporte (9,34).

3.2.3. ldentificacdo dos metabdlitos de interesse

A Tabela 3 descreve os principais ions detectados e sua identificacéo
por HRMS e MS/MS, seguida de comparagdo com bancos de dados (KEGG,
ChEBI e Metlin). A identificacdo por MS/MS foi realizada em um
espectrometro de massas com fonte de ionizacéo ESI e analisador ion trap, a

partir de infusdo direta da amostra.

Dos treze metabalitos atribuidos, sete foram reportados anteriormente
em folhas de E. guineensis (Tahir et al., 2012 e Tahir et al., 2013).
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Tabela 3. Metabdlitos identificados em folhas de E. guineensis apos analise

por HRMS e MS/MS.

. . _ Férmula Lo
rt (min) [M+H] [M-H] MS/MS Molecular Composto atribuido
Acido apigenina-6-C-
1.02 - 721.200 721.200 Ca3H3s018  hexose-8-C-deoxihexose-O-
hidroximetil glutarico*
110.0561; 94.0617; Acido 4-aminobenzéico ou
1.04 138.057 ) 65.0370 CrHING, acido antranilico
1.12 - 191.020 191.020 CsHsO7 Acido citrico
137.0554; 119.0451; . L
1.17 154.086 152.072 91.0511; 65.0368 CsH1:NO2  Dopamina ou vanililamina
185.0016; 141.0135; - A
1.17 185.009 182.994 97.0248: 71.0102 C7H406 Acido quelidénico
Dimero do acido
1.17 - 366.995 366.995 C14Hs012 quelidonico
121.0611; 105.0408; L
1.39 138.091 - 103.0508: 91.0510 CsH11NO Tiramina
122.0564; 111.0277, . .
1.74 150.055 - 94.0620: 82.0262 CsH7NO2 Gentianadina
Dihidroxibenzoil-O-
3.34 - 315.109 315.109 C13H1609 hexosideo*
Hidréxibenzoil-O-
4.39 301.127 299.114 299.114 C13H160s hexosideo?
119.0453; 92.0548; .
4.92 147.044 - 65.0368 CoHs02 Cumarina
215.1067; 200.0832;
189.0784; 173.0597, L L.
5.41 250.144 - 161.0597: 149.0597- CuH1sNO3s  4-O-dimetilalil-L-tirosina
123.0441; 91.0542
4330991, 397.0786; Apigenina-O-hexose-
7.30 - 577.157 337.0600; 313.0606; CarH30014 pig

283.0502

deoxihexose”

3.3. Conclusao Parcial

A partir do estudo feito nesse capitulo, conclui-se que a estabilidade

dos metabdlitos de folhas de dendé varia com a aplicacdo de diferentes

métodos de transporte e deve ser avaliada no caso de uma coleta no campo.

Assim, o transporte apos quenching em nitrogénio liquido foi adotado como

padrdo para analises do metabolic fingerprinting de folhas com e sem

sintomas de Amarelecimento Fatal, na busca de biomarcadores.
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4. CAPITULO 2

Prospeccdo de marcadores quimicos relacionados ao

Amarelecimento Fatal em folhas de dendé
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4.1. Procedimento experimental
4.1.1. Materiais e métodos

Metanol grau UPLC >99,9% foi obtido da Fluka Analytical, MTBE (metil-
terc-butil-éter) grau padrdo analitico foi obtido da Fluka Analytical, acido
formico 99% foi obtido da Carlo Erba, acetonitrila >99,9% foi obtida da Fluka
Analytical.

4.1.2. Aquisi¢cao de material

As folhas de dendé com e sem sintomas de AF foram cedidas pela
empresa Marborges Agroindustria S.A. e coletadas em Moju-PA, localizada
em 1°53'04.12”S 48°45'55.83”0. As folhas com sintomas de AF costumam
apresentar as primeiras anomalias na folha mais nova da planta, chamada
folha flecha, que foi coletada de 8 plantas com e sem sintomas de AF, em

triplicata técnica.

Foi utilizado o protocolo “All-in-One” com adaptacdes (Giavalisco et al.,
2011), onde séo obtidas trés fracdes finais de um processo de extracéo, sendo
uma polar para andlise de metabdlitos secundarios, uma organica para

analise de lipideos e um pellet para andlise de proteinas (Figura 16).

Modo positivo

S UHPLC (C8) FT-MS <
— e
s Lipideos
organica (Lip ) Modo negativo

Derivatizagdo
(Metabolitos primdrios)

vl

Fase 80%  UHPLC (C18) FT-MS
Polar (Metabolitos secundarios)

—* Anilise GC-MS

Modo positivo

Modo negativo

"Shotgun nUHPLC (C18) QTOF
Protedmica baseada em gel

Proteinas ——

Figura 16. Protocolo de extracdo de compostos quimicos em tecido vegetal.
Adaptado de Giavalisco et al., 2011.
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4.1.3. Extracdo dos metabdlitos

Foram coletados 50 mg de folha de cada planta (8 com sintomas de AF
e 8 sem sintomas de AF) em microtubos de 2 mL, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e em seguida levados ao laboratério em caixa térmica
com gelo seco, onde ficaram armazenados até o momento da extracdo em
freezer -80°C. Os microtubos com as amostras foram resfriados em nitrogénio
liguido e em seguida processados em moinho de bolas do tipo mini
beadbeater (Biospec Products, Estados Unidos) por 30 segundos. Em
seguida, 1 mL de uma solucdo MeOH:MTBE 1:3 (v/v) foi adicionado a cada
microtubo, que foi vortexado até completa homogeneizagdo. Os microtubos
foram incubados por 10 minutos a 4 °C em thermomixer (Eppendorf,
Alemanha) e depois por mais 10 minutos em ultrassom com banho de gelo.
Em seguida, 500 pL de uma solugdo MeOH:H20 1:3 (v/v) foram adicionados
a cada microtubo, e estes foram vortexados novamente até homogeneizagéo.
Os microtubos foram entdo centrifugados (Thermo Scientifics, Estados
Unidos) por 5 minutos a 4 °C e trés fases foram observadas: a fase superior
apolar e a inferior polar, além do pellet no fundo do microtubo contendo
material vegetal. A fase superior foi transferida para outro microtubo e
guardada, ja que a fase lipidica ndo seria analisada, e 500 L da fase inferior,
correspondente a fracdo polar foram transferidos para microtubo de 1,5 mL.
Os microtubos foram levados a concentrador de amostras do tipo speedvac a
temperatura ambiente onde ficaram overnight e reconstituidos em 1 mL da
solugdo MeOH:H20 1:3 (v/v). Os microtubos foram entdo levados ao
ultrassom por 5 minutos, centrifugados em mini-spin por 5 minutos e 850 uL
do volume foram transferidos para vials de 1 mL para analise em UHPLC-ESI-
MS.

4.1.4. Analise por UHPLC-MS/MS

Apés a extracao, 0,2 pL de amostra foram injetados no sistema UHPLC
modelo Nexera X2 (Shimadzu, Jap&o) equipado com coluna de fase-reversa
Acquity UPLC BEH C8 (1,7 pum, 2,1x150 mm) (Waters Technologies, Estados
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Unidos), acoplado ao espectrometro de massas modelo Maxis 4G (Bruker
Daltonics, Alemanha) equipado com fonte de ionizacdo ESI e analisador TOF.
O gradiente de fase movel, o fluxo de amostra, o tempo de corrida e os
parametros instrumentais foram os mesmos usados na sessdo 3.1.4. As

replicatas técnicas foram preparadas e analisadas em trés dias consecutivos.

No pré-processamento dos dados, foi utilizada a ferramenta XCMS
Online (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA), que consiste em
um pacote de programacao R destinado a analise metabolémica com LC-MS.
Nesta ferramenta foi construida a matriz de dados com alinhamento dos

tempos de retencéo na configuracéo obiwarp, utilizando os parametros:

e profStep = 1; intervalo usado (em m/z) para geracéao do perfil dos
dados brutos.

e mzwid = 0,015; largura dos intervalos de m/z superpostos para
uso na criagdo dos cromatogramas de densidade de picos e
picos agrupados nas amostras.

e minfrac = 0,5; menor fracdo de amostras necessaria em ao
menos um dos grupos de amostras para que este seja um grupo
valido.

e bw =5; desvio aceitavel no tempo de retencédo (em segundos).

Foi utilizado o algoritmo de peak detection centwave, com o0s

parametros:

e A m/z = 15 ppm; maximo desvio tolerado em leituras

consecutivas.

e minimum peak width 10 s; largura minima do pico

cromatografico.

e maximum peak width 120 s; largura maxima do pico

cromatografico.

Os cromatogramas de cada amostra foram individualmente convertidos
para a extensdo mzXML e foram criados dois datasets, um de amostras com
AF (CAF) e um de amostras sem AF (SAF).
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No tratamento estatistico, foi feito um PCA utilizando o software The
Unscrambler, versdao 9,7 (CAMO Software, Noruega). Foi utilizada a
normalizacdo com o padréo interno ampicilina (m/z 350,11; tempo de retencéo
tR 7,29 min).

4.2. Resultados e Discussao

Como um dos objetivos desse projeto é a realizacdo de uma impressao
digital metabolica na busca por marcadores quimicos relacionados ao AF, foi
empregada uma técnica de alta eficiéncia e sensibilidade para que fosse
possivel detectar o maior nimero de metabdlitos possivel, mesmo com
intensidade baixa, para que se tenha um entendimento mais completo sobre
as vias metabdlicas afetadas. Como descrito no Capitulo 1, o uso de
diferentes métodos de transporte e extracao influenciam na quantidade e
intensidade de metabdlitos detectados. No intuito de se detectar e identificar
metabdlitos mantendo a estabilidade dos mesmos, o transporte foi realizado
com quenching do material vegetal em nitrogénio liquido, o que promove a
interrupcdo do metabolismo e evita a degradacao de metabdlitos por fatores
ambientais ou produgéo de metabdlitos como mecanismo de defesa.

O uso de UHPLC acoplado ao espectrometro de massas permitiu uma
corrida cromatografica rapida de 20 minutos, com a detec¢édo de uma grande

guantidade de compostos de diversas classes quimicas.

Os BPC séo mostrados nas Figuras 17-19, referentes as replicas R1 a
R3, mostrando as diferencas no perfil cromatografico das amostras com AF
(vermelho) e sem AF (verde) no modo de ionizagdao ESI(+)-MS, provando a
necessidade de um tratamento estatistico para este grande ndamero de

variaveis.
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A)

Figu}a 17. éromato;;ramas‘de picc; base (EBPC) dé réplicas R1 apzﬁs anéITsme
por UHPLC-MS. A) Amostras sem AF. B) Amostras com AF.

Figu}a 18. CZ:romatolgramasdde pi06 base (BPC) dé réplicé R2 apzﬁs anélnimsme
por UHPLC-MS. A) Amostras sem AF. B) Amostras com AF.
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Figura 19. Cromatogramas de pico base (BPC) da réplica R3 apo6s analise
por UHPLC-MS. A) Amostras sem AF. B) Amostras com AF.
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O método de PCA foi aplicado a estrutura de dados gerada pelas
bucket tables, que a partir de gréficos de scores e loadings de PC1xPC2
puderam ilustrar os grupos que se diferenciaram e os ions que influenciaram

essa diferenciagéo.

4.2.1. Dados UHPLC-ESI(+)-MS

Os dados de amostras com e sem AF foram avaliados por modelos de
PCA e sdo apresentados na Figura 20. Mesmo utilizando uma técnica de
andlise ndo-discriminatoria, onde ndo séo inseridos dados sobre as amostras,
foi possivel observar uma distingdo entre as amostras com sintomas de AF
(em vermelho no gréafico de scores) e as amostras sem sintomas de AF (em
azul no grafico de scores). As avaliagdes foram feitas levando-se em conta

loadings maiores que 0,1 e menores que -0,1.

Na analise por ESI(+)-MS, 5 metabdlitos foram encontrados com a
capacidade de distinguir os grupos relacionados as amostras sem sintomas
de AF. Foram eles os metabolitos com m/z 121,065: rt 1,41 min; m/z 258,109:
rt 1,00 min; m/z 185,008: rt 1,24 min; m/z 175,119: rt 0,90 e m/z 565,158: rt
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7,72 min. Nenhum metabdlito apresentou influéncia na separacdo do grupo
de amostras com sintomas de AF.
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Figura 20. Dados de PCA dos extratos de folha de dendé com e sem AF, apos
analise por UHPLC-ESI-(+)-MS. A) Scores plot. B) Loadings plot.

E possivel observar que no centro dos componentes principais do
grafico de scores ha uma sobreposi¢cdo de amostras com e sem AF. Sugere-
se que o AF tenha diversos niveis, dependendo de como esta condicdo afeta
as plantas. Estes niveis de AF ndo sado bem estabelecidos, assim as
caracteristicas fisiologicas de plantas com niveis mais brandos de AF podem

ser proximas das caracteristicas de plantas sem AF.
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Os dados obtidos no modo negativo foram tratados estatisticamente da
mesma forma, porém nao foi possivel observar uma boa separacao de grupos

nem a identificacdo de marcadores para tais separacoes.

A andlise de cluster por heatmap foi realizada, utilizando como
variaveis do modelo os ions observados no gréfico de loadings. Apés
normalizagdo pareto e escolha dos parametros (medida de distancia
euclidiana, algoritmo de clustering Ward), o heatmap foi gerado e € mostrado
na Figura 21. As classes de amostras sao indicadas na parte superior do
heatmap, como amostras sem AF (em verde) e com AF (em vermelho). O
gradiente de cor, que vai do rosa ao azul, indica a intensidade dos metabdlitos,

sendo rosa a maior intensidade.
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Figura 21. Analise de cluster por heatmap dos possiveis biomarcadores de
AF em folha de dendé.

E possivel observar a mesma tendéncia da analise por PCA, onde os
possiveis biomarcadores sédo detectados nas amostras sem sintomas de AF.
Séo observadas pequenas variagcdes na intensidade dos metabolitos entre as
amostras, evidenciando a existéncia de niveis de AF, que ainda nao sdo bem
estabelecidos.

4.2.3. Identificacdo dos Metabdlitos

O uso de HRMS foi novamente capaz de predizer a formula molecular
dos compostos considerando seu valor m/z, massa teorica (e erro em relacao

a massa obtida) e seu mSigma, utilizando-se do algoritmo FMF. Com isso, foi
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possivel realizar a triagem das formulas moleculares adquiridas e relaciona-
las com possiveis metabdlitos com uso de banco de dados de metabdlitos e

padrao de fragmentacéao.

Para identificacdo do ion m/z 565,158, foi realizado experimento de
fragmentacao (MS/MS) utilizando um espectrometro de massas modelo LTQ
XL com analisador ion trap linear (Thermo Scientific, Estados Unidos). Este
equipamento permite, através do analisador ion trap linear, experimentos de
MS", em que o ion precursor é fragmentado e, em seguida, um dos fragmentos
pode ser selecionado e fragmentado novamente diversas vezes, sendo uma

importante ferramenta para elucidacao estrutural.

No experimento de MS/MS foi realizada a extracdo das folhas utilizando
0 mesmo protocolo do experimento anterior (Figura 16). As amostras foram
analisados por DIMS (do inglés, direct infusion mass spectrometry) no modo
ESI(-)-MS. E mostrado na Figura 22 o espectro de MS/MS do ion m/z 563,151
que, apos fragmentacao, foi atribuido as flavonas C-glicosiladas escaftosideo

e isoescaftosideo (C2sH28014).

Os fragmentos m/z 545 [(M - H) - 18], m/z 503 [(M - H) - 60] e m/z 473
[(M - H) — 90] sao descritos como fragmentagdes que ocorrem em uma das
unidades de glicose ligadas a flavona. O fragmento m/z 443 [(M — H) — 120]
corresponde a uma perda de glicose e os fragmentos m/z 383 [(M - H) — 180]
e m/z 353 [(M — H) — 210] séo atribuidos ao padrdo de fragmentacdo de

flavonas C-glicosiladas (Tahir et al., 2012).
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Figura 22. Espectro ESI(-)-MS/MS do ion m/z 563,151.

Para identificacdo dos ions m/z 121,065, m/z 175,120, m/z 185,008 e
m/z 258,109, foi realizado experimento de fragmentacao, utilizando o mesmo
espectrometro das analises de MS descritas neste capitulo. Este equipamento
conta com uma ferramenta chamada AutoMS, onde é feita uma corrida
cromatografica e no momento em que um ion com intensidade minima é
detectado, o mesmo € fragmentado. Assim é gerado um cromatograma
contendo diversos espectros de fragmentacdo. As fracGes polares das 8
plantas da réplica R1 foram utilizadas para tal experimento, exemplificado pela
amostra da planta 1 na Figura 23, que mostra os ions detectados e

fragmentados no tempo de retencao de 1,0 min.
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Figura 23. Experimento de MS/MS e ions fragmentados no tempo de retencao
1,00 min.

Assim, o espectro de fragmentacdo do ion m/z 185,008 foi obtido no
modo ESI(+)-MS e atribuido ao acido quelidénico (C7H40s, massa tedrica
185,0080). Seu padréao de fragmentacao ja havia sido mostrado por Tahir et

al., 2013 e foi confirmado neste experimento (Figura 24).
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Figura 24. Espectro ESI(+)-MS/MS do &cido quelidénico (m/z 185,008).

O ion m/z 175,120 foi atribuido ao aminoacido arginina (CsH14N4O2,
massa teorica 175,1190) por comparacdo com banco de dados (KEGG e
CheBIl) com confirmacdo pela comparacdo dos fragmentos obtidos no
experimento AutoMS no modo ESI(+)-MS (Figura 25).
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Figura 25. Espectro ESI(+)-MS/MS da arginina (m/z 175,120).

O ion m/z 121,065 foi encontrado com alta intensidade de massa no
mesmo tempo de retencéo do ion m/z 138,091 (Figura 26). Foi entdo realizado
o experimento de fragmentacdo do ion m/z 138,091, e observou-se o
fragmento m/z 121,064 no espectro de ESI-MS/MS, o que indica uma
fragmentacao do ion m/z 138,091 na fonte. O fato do fragmento apresentar
uma intensidade maior que o ion precursor pode ser atribuido a grande
estabilidade do ion m/z 121,064 que apresenta a perda de um grupo amina ,

que facilmente ocorre na ionizagdo ESI(+)-MS.

Intens.
x10° 121.0657

122.0686 138.0914
| |
0 120 125 130 135 140 m/z

Figura 26. Espectro ESI(+)-MS referente ao tempo de retencao 1,00 min.

Desta forma, foi realizada a identificacdo do ion m/z 138,091, que pelo
padrdo de fragmentacdo poderia ser atribuido a tiramina e a 1-(p-
hidroxifenil)etilamina. A 1-(p-hidréxifenil)etilamina nunca foi reportada em
seres vivos e a enzima responsavel pela transformacédo da tirosina em
tiramina, na via metabdlica que precede a via de alcaldides isoquinolinicos, ja
foi isolada e sequenciada em E. guineensis, segundo o banco de genes
KEGG. Assim, o ion m/z 138,091 (CsH11NO, massa tedrica 138,0913) foi
atribuido a tiramina, que tem seu padrédo de fragmentacdo apresentado na
Figura 27.
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Figura 27. Espectro ESI(+)-MS/MS do ion m/z 138,091.

O ion m/z 258,109 foi submetido ao mesmo experimento de AutoMS e,
pelo padrdo de fragmentacdo, este ion foi atribuido a glicerofosforilcolina
(CsH21NPOs, massa exata 258,1101) (Figura 28). O padréo de fragmentacéo

ja havia sido reportado por Lin et al., 2011 e foi confirmado neste experimento.
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Figura 28. Espectro ESI(+)-MS/MS da glicerofosforilcolina (m/z 258,108).

Com isso, os metabdlitos identificados foram relacionados a vias
metabdlicas por comparagdo com banco de dados Metlin e KEGG e sao
mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Possiveis biomarcadores identificados em folhas de E. guineensis
por analise em UHPLC-MS.

Tempo de Intensidade S Via metabdlica
m/z x P Composto atribuido .
retencdo média relacionada
258.1098 1.0 543,816 Glicerofosforilcolina Metabolismo de
glicerofosfolipideos
121.0655 1.41 817,064 Fragmento da tiramina -
138.0014 141 126,596 Tiramina Biosintese de alcaloides
isoquinolinicos
565 1588 772 548,160 Escaftosm[eo Biosintese de fl_avonas e
Isoescaftosideo flavonois
175.1196 0.90 817,716 Arginina Via do chiquimato
185.0085 1.24 812,580 Acido quelidénico -
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4.2. Conclusao Parcial

O estudo realizado nesse capitulo mostra como a abordagem
metabolémica foi utilizada para conseguir diferenciar quimicamente as plantas
com e sem AF utilizando um modelo estatistico ndo-supervisionado para
separacéo de grupos de possiveis biomarcadores. Os compostos de interesse
foram identificados por padrdo de fragmentacdo e/ou comparacdo com
bancos de dados em metaboldémica e a literatura. Diferentes grupos de
compostos quimicos (flavonas, alcalbéides, aminoacidos, acidos organicos e
fosfolipideos) foram, assim, relacionados a diferentes vias metabdlicas as

quais pertencem.
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5. CAPITULO 3

Desenvolvimento de protocolo analitico para analise
de folhas de dendé por Imagem Quimica em MALDI-
MSI e LDI-MSI
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5.1. Procedimento experimental
5.1.1. Materiais e métodos
5.1.2. Aquisicao de material

A matriz 9-AA >99,5% o e &cido trifluoroacético 99% foram obtidos da
Sigma-Aldrich, DHB >99,5% foi obtido da Bruker Daltonics, metanol grau
HPLC 99,9% foi obtido da Panreac, acetonitrila >99,9% foi obtida da Fluka
Analytical, etanol 99,7% foi obtido da J.T.Baker, acido férmico 99% foi obtido
da Carlo Erba. De acordo com a filotaxia do dendezeiro, a folha 17 foi coletada
na vitrine da Embrapa Agroenergia, Brasilia-DF, localizado em 15°36'09.1"S
47°43'35.0"W.

5.1.1.2. Métodos instrumentais

No preparo de amostra, foram utilizados perfurador de papel, fita dupla
face condutora, placas de vidro com cobertura de éxido de estanho e indio
(ITO, do inglés indium tin oxide) (Bruker Daltonics, Alemanha), placa de
imagem quimica em MALDI (MTP Slide Adapter Il, Bruker Daltonics,
Alemanha) e spray para cromatografia com reservatério de 10 mL (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos). Os experimentos de MALDI-MSI foram feitos no
espectrometro de massas modelo UltrafleXtreme (Bruker Daltonics,
Alemanha) equipado com fonte de ionizacdo MALDI e analisador de massas
de alta resolucao do tipo TOF, com possibilidade de uso no modo linear ou
refletor. Os dados de imagem foram obtidos no software flexlmaging, versao
4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha) e os espectros de massas obtidos das
imagens foram avaliados no software flexAnalysis, versdo 3.4 (Bruker

Daltonics, Alemanha).
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5.1.2. Experimento de imagem quimica por MALDI-MSI

Pedacos de folha foram cortados e imersos em solucéo de etanol 70%,
90% e 95% por 30 segundos cada. Em seguida, discos de aproximadamente
5 mm de diametro foram obtidos com perfurador de papel e fixados com fita
dupla face condutora em placas de vidro com ITO. Para retirada da umidade
presente no interior da folha e do etanol previamente utilizado na lavagem, as
placas foram colocadas em dessecador por 2 horas e, em seguida, a matriz

foi aplicada de acordo com o ensaio adequado (Figura 29).

Fixacao em placa

Folha i
Lavagem com etanol Disco 5 mm Scobenta ooan ITO

dedendé 70, 90 e 95% (30s cada)  de didmetro

MALDI-TOF/TOF

Imagem quimica UltrafleXtreme

Aplicacdo de matriz  pessecador por 2 horas

Figura 29. Preparo de amostra para imagem quimica por MALDI-MSI.

5.1.2.1. Aplicagao das matrizes

Para aplicacdo de DHB com pipeta, 20 mg da matriz foram
solubilizados em 1 mL de solucéo TA30, constituida de 30% acetonitrila e 70%
de solucéo 0,1% de acido trifluoroaceético. Para aplicagdo com spray, 100 mg

da matriz foram solubilizados em 5 mL de solucédo TA30.

Para aplicacdo de 9-AA com pipeta, foi preparado 1 mL de solucéo de
9-AA em metanol grau HPLC na concentracdo de 5 mg/mL. Para aplicagéo
com spray, foram preparados 9 mL de solucdo de 9-AA em metanol grau
HPLC na concentracdo de 5 mg/mL.

Nas analises de MALDI-MSI foram avaliadas duas aplicacdoes de

matriz: pipeta e spray para cromatografia. Na aplicacdo com pipeta, foi
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utilizada uma micropipeta (20-200 pL) e uma gota da matriz foi aplicada sobre
o tecido vegetal. Apds secagem do solvente, outra gota da solucao de matriz
foi aplicada. Este procedimento foi repetido até que fosse observada uma

camada de matriz depositada uniformemente sobre o tecido vegetal.

Na aplicacéo de matriz com spray para cromatografia, 2 mL da solucao
preparada foram transferidos para um microtubo que foi colocado dentro do
reservatorio do aplicador de spray. Apos uso dos 2 mL, o microtubo foi retirado
do reservatério e preenchido novamente com matriz. O aplicador foi
posicionado a cerca de 15 cm de distancia da placa com o material vegetal e
o spray foi aplicado por 1 segundo. Apés secagem do solvente, 0 processo €
repetido até a utilizacdo de todo o volume de matriz ou observacdo de uma

camada uniforme de matriz depositada sobre o material vegetal.

5.1.2.2. Espectrometria de massas

Antes das analises de imagem quimica de folhas de dendé, os
parametros do equipamento foram otimizados para cada matriz utilizada.
Assim, sinais de massas intensos foram observados. Os parametros sao

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros instrumentais para analise de metabolitos de folhas
por MALDI-MSI.

DHB 9-AA
Poder do laser (%) 80 60
Numero de disparos 500 500
Frequéncia (Hz) 500 1000
Modo do analisador Refletor positivo Refletor negativo
Ganho do detector 8.0x 9.0x
Faixa de massas m/z 360-1000 m/z 200-1000
Resolucdo de imagem (pum) 120 120
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5.1.3. Experimento de imagem quimica por LDI-MS

No preparo de amostra para andlise sem aplicacdo de matriz, pedagos
de folha foram cortados e imersos em solucao de etanol 70%, 90% e 95% por
30 segundos cada. Em seguida, discos de aproximadamente 5 mm de
diametro foram obtidos com perfurador de papel e fixados com fita dupla face
condutora em placas de vidro com ITO. Para retirada da umidade presente no
interior da folha e do etanol previamente utilizado na lavagem, as placas foram

colocadas em dessecador por 2 horas.

5.1.3.1. Espectrometria de Massas

Para a analise de imagem quimica por LDI-MSI, os parametros do
equipamento foram otimizados para a obtenc¢éo de sinais de massas intensos:
poder do laser 60%; 1000 disparos; frequéncia 1000 Hz; modo do analisador
refletor negativo; ganho do detector 20,0x, faixa de massas m/z 100-1000,

resolucao de imagem de 200 pum.

5.2. Resultados e discussao

Para desenvolvimento do protocolo de imagem quimica de folhas de
dendé por MALDI-MSI, foram estudadas as matrizes mais adequadas para
analise de metabdlitos (DHB para modo MALDI(+)-MS, 9-AA para MALDI(-)-
MS), a melhor aplicacdo de cada matriz, 0 modo de lavagem da camada

cerosa e as imagens quimicas formadas.

Também foi realizado um experimento de LDI-MS, onde nédo ha a
aplicacdo de matriz, para avaliacdo das imagens produzidas e dos ions

detectados.

5.2.1. Otimizacao do preparo de amostra

No preparo de amostra, a etapa critica do desenvolvimento de

protocolo de imagem quimica em MALDI esta na aplicacao da matriz. Foram
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avaliadas duas formas de aplicacéo disponiveis, ambas manuais: micropipeta

e spray para cromatografia.

Na aplicacdo de matriz com uso de micropipeta, sdo aplicadas gotas
sobre o material vegetal que, a nivel microscoépico, representam um grande
volume de solvente e deve ser avaliado. Foi observada uma dificuldade na
cristalizacdo do DHB (aplicado com micropipeta), que € solubilizado em
agua/acetonitrila. A demora na secagem das gotas aplicadas sobre o material
vegetal levou a uma deposi¢ao nao uniforme dos cristais da matriz. Por outro
lado, a aplicacdo com micropipeta da matriz 9-AA, que € solubilizada em
metanol, apresentou melhor formacao de cristais devido a rapida secagem do

solvente.

Na aplicacdo de matriz com uso de spray, a solugdo solvente/matriz é
nebulizada para que o DHB seja aplicado com uma menor quantidade de
solvente, facilitando a secagem e melhorando a formacao dos cristais sobre 0

material vegetal.

Como discutido anteriormente, a pelicula cerosa protetora do material
vegetal pode ser quimicamente retirada com uma etapa de lavagem antes da
aplicac@o de matriz, no caso do MALDI-MSI, ou antes da analise, no caso do
LDI-MSI. Esta lavagem foi avaliada com uso de diversos solventes organicos
(cloroférmio, metanol, metanol/cloroférmio, etanol), e dentre eles, o etanol se

mostrou como a melhor alternativa apds avaliacdo das imagens produzidas.

5.2.2. Otimizag&o dos parametros instrumentais

Os parametros instrumentais, mostrados na Tabela 5, foram otimizados
para que imagens de melhor qualidade fossem obtidas. O poder do laser é
um dos parametros mais importantes, ja que ele determina a quantidade de
energia que incide no material vegetal, determinando a eficacia na ionizagao
dos compostos presentes naquele ponto. O poder do laser varia de 0-100% e

em experimentos de MS usam-se geralmente valores entre 60-90%, de
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acordo com a matriz usada e a aplicacdo da mesma. Esse valor deve ser
otimizado antes do experimento de imagem quimica, com disparos aleatérios
no material vegetal até que um valor apresente melhor reprodutibilidade. Na
analise de imagem quimica com uso da matriz DHB o valor de poder do laser
mais eficiente foi de 80%, enquanto que para a matriz 9-AA o valor foi de 60%
e na andlise de LDI o valor também foi de 60%.

O modo do analisador foi refletor em todos os protocolos, o que é ideal
em andlise de compostos com massa baixa (metabdlitos e lipideos), pelo
aumento na resolucdo dos sinais que € observado devido a correcdo das

dispersdes espacial, temporal e cinética decorrentes na fonte de ionizacéo.

O ganho do detector também € um parédmetro importante durante o
desenvolvimento do protocolo e foi otimizado antes das andlises, para que
sinais tivessem maior intensidade e consequentemente fossem formadas
imagens de melhor qualidade. Na analise com uso da matriz DHB foi utilizado
ganho de detector de 8,0x, para matriz 9-AA foi utilizado ganho de 9,0x. Para
a analise por LDI, como ndo ha matriz para auxilio na ionizacdo, os sinais
apresentaram menor intensidade e por esse motivo, o0 ganho de detector teve

gue ser aumentado para 20,0x.

5.2.3. Imagem quimica com uso da matriz DHB

ApoGs o preparo de amostra, mostrado na Figura 29, uma placa de
imagem para MALDI-MSI foi preparada com dois discos de folha, um coberto
com matriz DHB aplicada com pipeta e um coberto com matriz DHB aplicada
com spray, para avaliacdo das imagens obtidas com essa matriz nas

diferentes aplicagdes.

A Figura 30 mostra os discos de folha apds aplicacdo de matriz com
pipeta e spray, assim como a imagem quimica de todos os ions detectados
com intensidade relativa minima de 20%, mostrando que a ionizacdo nao
ocorreu em toda a superficie da folha, independente do modo de aplicagéo de

matriz.
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Figura 30. Folha de dendé apds aplicacdo de matriz DHB, imagem quimica
de todos os ions detectados e imagem quimica do ion m/z 505,23. A)
aplicacado com spray. B) aplicagdo com pipeta.

5.2.2. Imagem quimica com uso da matriz 9-AA

Apos o preparo de amostra, mostrado na Figura 27, uma placa de
imagem para MALDI-MSI foi preparada com dois discos de folha, um coberto
com matriz 9-AA aplicada com pipeta e um coberto com matriz 9-AA aplicada
com spray, para avaliacdo das imagens obtidas com essa matriz nas

diferentes aplicagdes.

A Figura 31 mostra os discos de folha ap6s aplicacdo de matriz com
pipeta e spray, assim como a imagem quimica de todos os ions detectados
com intensidade relativa minima de 20%, mostrando que a ionizagdo ocorreu
em toda a superficie da folha, nos dois modos de aplicacdo de matriz. Foi
possivel aplicar uma maior quantidade de matriz com uso da micropipeta,
gerando uma camada mais espessa de 9-AA, com boa reprodutibilidade. Por
esse motivo, o modo de aplicacdo com micropipeta foi utilizado no

experimento de identificacdo dos metabdlitos.
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o ) t 00: 3415413 Da + 0.5 Da
Figura 31. Folha de dendé ap6s aplicacdo de matriz 9-AA, imagem quimica
de todos os ions detectados e imagem quimica do ion m/z 341,54. A)
aplicacado com spray. B) aplicacdo com pipeta.

A identificacdo dos metabdlitos detectados por MALDI-MSI foi feita por
comparacao com a massa exata dos metabdlitos identificados por UHPLC-
ESI-MS (Capitulo 2). Devido a menor capacidade de extracdo dos metabdlitos
e, consequentemente, menor ionizacdo dos mesmos, poucos ions
apresentaram intensidade suficiente para formar uma imagem quimica, em
comparacao com a grande quantidade de metabdlitos detectados na anélise
por UHPLC-MS. A Tabela 6 relaciona as imagens quimicas obtidas por
MALDI-MSI e o0s metabdlitos identificados por HRMS ou is6bmeros

correspondentes a uma férmula molecular.
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Tabela 6. Imagem quimica de metabolitos de dendé.

m/z Metabdlito Imagem m/z Metabdlito Imagem
° "
3 isbmeros
20708 | 357,11 | formula
~
C16H2209
Sinapoil aldeido
299,07 375,11 H
Acido 4- Acido
glicobenzdico loganico
0 m 10 isbmeros
329,04 /OD)K N 44514 | formula
1-O-Vaniloil-glicose C22H22010
\45/ o 12 isémeros
341,10 ° om 447,06 formula
- C21H20011
Lactulose

5.2.3. Imagem quimica sem uso de matriz (LDI-MSI)

Uma placa de imagem para MALDI-MSI foi preparada com um disco de
folha sem aplicacdo de matriz, para avaliacdo das imagens obtidas, seguindo

as etapas de lavagem, corte e secagem da Figura 29.

Antes da analise de imagem quimica, os parametros do equipamento
foram otimizados para a obtencdo de sinais de massas intensos: poder do
laser 80%; 1000 disparos; frequéncia 1000 Hz; modo do analisador refletor
positivo; ganho do detector 20,0x, faixa de massas m/z 100-1000. Utilizando

esses parametros, foram realizadas analises de imagem quimica sem
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aplicacao de matriz, com resolucdo de imagem de 200 pum. A Figura 32 mostra
os discos de folha apos fixagdo na placa MALDI, assim como a imagem
guimica de todos os ions detectados com intensidade relativa minima de 20%,

mostrando que a ionizagcao ocorreu em toda a superficie da folha.

T T T T T
100 150 200 250 300 350 400

Figura 32. Segmento da folha de dendé antes da andlise e somatoria de
todos os ions detectados por imagem quimica em LDI-MS.

Como nédo ha aplicacdo de matriz na andlise por LDI-MSI, a aquisicao
de massas poOde ser realizada na faixa de m/z 100-1000. A intensidade dos
sinais e a resolucao observada foram baixas, porém foram detectados sinais
referentes a metabolitos na faixa de interesse na busca de biomarcadores do
AF, como o ion m/z 121,52 (Figura 33), atribuido ao fragmento da tiramina
(m/z 138,09), que foi apresentado como potencial biomarcador do AF no

Capitulo 2.
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Figura 33. Imagem quimica e espectro de massas por MALDI-MS do ion m/z
121.52, atribuido a um fragmento do ion 138.09 (Tiramina)
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Outras massas foram observadas na andlise por LDI-MSI, como o ion
m/z 108,44 (atribuido aos metabdlitos 2-aminofenol, 4-aminofenol e 3-
hidroximetilpiridina), representado na Figura 34, e o ion m/z 148,17 (atribuido
a butilamina), representado na Figura 35, que foram atribuidos por
comparacdo com banco de dados em metabolémica de E. guineensis em

desenvolvimento pelo grupo de pesquisa da Embrapa.
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Figura 34. Imagem quimica e espectro de massas do ion m/z 108.44, atribuido
a 2-aminofenol, 4-aminofenol e 3-hidroxi-n-metilpiridina.
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Figura 35. Imagem quimica e espectro de massas do ion m/z 148.17, atribuido
a N-butilanilina
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5.3. Conclusao Parcial

A partir dos dados de imagem quimica obtidos por MALDI-MSI e LDI-
MSI, um protocolo foi estabelecido para deteccdo e identificacdo de
metabodlitos em folhas de dendé. Apesar das limitacbes no preparo de
amostra, as técnicas apresentam grande potencial na localizacdo espacial
desses compostos e podem ser utilizadas de forma conjunta, visto que a faixa
de massas observada no LDI-MSI foi entre 100-300 Da, enquanto que no
MALDI-MSI com o uso da matriz 9-AA a faixa de massas observada foi entre
300-500 Da, abrangendo grande parte da regido de massas de interesse na
metabolémica. Utilizando o protocolo de analise por imagem quimica sem
aplicacdo de matriz foi possivel detectar o ion m/z 121,52, atribuido no
capitulo 2 ao fragmento de um dos possiveis marcadores do Amarelecimento

Fatal.
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6. CONCLUSAO
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Este projeto de mestrado foi dividido em trés partes: i) avaliacdo da
estabilidade dos metabdlitos de folha quando diferentes métodos de
transporte e solvente de extracdo sao utilizados; ii) deteccéo e identificacao
de marcadores quimicos relacionados a AF; e iii) desenvolvimento de um
meétodo de andlise de folhas por imagem quimica, para um screening espacial
dos biomarcadores identificados, utilizando uma técnica com pouco preparo

de amostra.

O protocolo de extracao e transporte se mostrou eficiente na analise da
impressdo digital metabdlica de folhas, onde o efeito dos solventes de
extracao teve maior influéncia. Os dados foram quimiometricamente tratados
com uso do ASCA e os principais ions responsaveis pela diferenciacdo dos
grupos foram descritos e identificados. Foram apresentadas as diferencas nas
intensidades de massas de cinco metabdlitos em cada tipo de solvente ou
modo de transporte empregados. Foi avaliada a estabilidade dos metabdlitos
quando sdo aplicados métodos de transporte diferentes do quenching
tradicional e observou-se, por exemplo, a diminuicdo na intensidade de ions
como 0 m/z 104,107 (C4H13NO) e m/z 138,057 (C7H7NO2) que apresentaram
maior intensidade apOs transporte em gelo e os ions m/z 258,110
(CsH21NPOes) e m/z 154,086 (CsH12NO2) que apresentaram maior intensidade
apos transporte em temperatura ambiente. Assim, a variagdo na estabilidade
dos metabdlitos levou a adogdo do quenching como método padrdo de

transporte de folhas para analise da impresséao digital metabdlica.

A comparagédo de folhas com e sem sintomas de AF avaliada com
analises em sistema UHPLC-MS e a andlise quimiométrica por PCA
demonstrou a presenca de cinco possiveis marcadores quimicos desta
condicao em folhas sem sintomas de AF: m/z 121,065 (CsHsO, atribuido a um
fragmento da tiramina); m/z 258,109 (CsH21NPOs, atribuido a
glicerofosforilcolina, descrito por Lin et al., 2011); m/z 175,119 (CsH14N4O2,
atribuido a arginina); m/z 185,008 (C7H4Os, atribuido ao acido quelidonico,
descrito por Tahir et al., 2011) e m/z 565,158 (C26H2s8014, atribuido as flavonas
escaftosideo e isoescaftosideo, descrito por Tahir et al., 2012). Estes

possiveis marcadores quimicos foram identificados com uso de padrédo de
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fragmentacdo e/ou comparacdo com bancos de dados de metabolomica e

relacionados com suas vias metabodlicas.

Foi desenvolvido, pela primeira vez, um protocolo de analise quimica
por MALDI-MSI e LDI-MSI para folhas de dendé. Diferentes matrizes ou a
andlise sem matriz levam a ionizacbes e consequentemente imagens
quimicas distintas e devem ser avaliadas quando um metabdlito especifico for
investigado. Na anélise por MALDI-MSI, foi observada uma otimizacédo nas
imagens quimicas resultantes quando a matriz 9-AA foi utilizada e aplicada
com micropipeta, o que resultou em imagens na faixa de massas entre m/z
300-500.

Foram atribuidas estruturas ou formulas moleculares a oito compostos
detectados: m/z 207,08 (C11H1204, atribuido ao sinapoil aldeido), o m/z 299,07
(C13H160s, atribuido ao &cido 4-glicobenzoico), o m/z 329,04 (Ci14H180so,
atribuido ao 1-O-vaniloil-glicose), o m/z 341,10 (Ci2H22011, atribuido a
lactulose), o0 m/z 357,11 (atribuido a trés isémeros de férmula CisH2209), 0
m/z 375,11 (C16H24010, atribuido ao acido loganico), o m/z 445,14 (atribuido a
dez isbmeros de férmula C22H22010) € 0 m/z 447,06 (atribuido a doze isbmeros

de féormula C21H20011).

Na andlise por LDI-MSI, foram observadas massas na faixa m/z 100-
300, que no MALDI-MSI corresponde a faixa de massas da matriz. Foram
atribuidas estruturas ou formulas moleculares a trés compostos detectados:
m/z 108,44 (CeH7NO, atribuido ao 2-aminofenol, 4-aminofenol e 3-
hidroximetilpiridina), m/z 121,52 (atribuido a um fragmento da tiramina) e o
m/z 148,17 (C4H11N, atribuido a butilamina).

Assim, a impressao digital metabdlica e a imagem quimica, que nao
haviam sido aplicadas em analises de folhas de Elaeis guineensis, foram
descritas para determinar a presenca de possiveis biomarcadores
relacionados ao AF e detectar diversas classes de metabdlitos com
informacdes espaciais através de técnicas recentes e avancadas, como 0
UHPLC-MS/MS e o MALDI-MSI.
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Em etapas futuras deste trabalho, que serdo desenvolvidas no curso
de doutorado, sera dada continuidade ao estudo da metaboldomica em Elaeis
guineensis, com foco no tratamento estatistico de dados de espectrometria de
massas aplicado a classificacao de plantas que tenham sintomas do AF. Para
isso, serd construido e validado um modelo quimiométrico supervisionado
para diferenciagdo de plantas com e sem AF, utilizando dados de massas

obtidos nas folhas e raizes do dendé, que séo afetadas por essa condicao.

Além do estudo quimiométrico, a bioinformatica sera utilizada para
correlacionar os biomarcadores com as vias metabdlicas afetadas, com o uso
de bancos de dados em genémica, como a enciclopédia Kyoto de genes e
genomas (KEGG). Neste banco de genoma, sdo encontradas informacoes
sobre diversas vias metabdlicas e enzimas previamente identificadas e

sequenciadas no Elaeis guineensis.

Serd mantido o foco no desenvolvimento do protocolo de andlise por
imagem quimica em folhas, com objetivo de validar biomarcadores
identificados na impresséao digital metabdlica. Para desenvolver um protocolo
de analise de folhas por imagem quimica em MALDI-MSI, que teve inicio em
2015, pelo grupo de pesquisa, sera otimizada uma metodologia de aplicacdo
de matriz com uso de aparato de sublimacao, adquirido pela Embrapa. Em
seguida, as matrizes 9-AA e DHB serdo utilizadas para deteccdo de
metabdlitos em folha de dendé abrangendo a faixa de massas de interesse
na analise metabolémica, com foco na investigacdo dos biomarcadores do
AF.
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