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Imageamento quimico por espectrometria de
massas utilizando MALDI (MALDI Imaging
Mass Spectrometry) aplicado a tecidos
vegetais.

A espectrometria de massas (MS) é uma ferramenta analitica que detecta a razao
my/z (massa sobre a carga) de particulas carregadas (ions). Os ions analisados
sdo provenientes de uma fonte de ionizacdo, a qual é capaz de gerar ions na fase
gasosa, a partir de moléculas neutras ou de moléculas carregadas em solucao

ou na fase sélida. Ha diversas fontes de ionizacao disponiveis atualmente, com
métodos de ionizacdo sob vacuo e, mais recentemente, a temperatura ambiente.
As fontes mais comuns e mais utilizadas estao citadas no decorrer do texto.

As primeiras fontes de ionizacdo desenvolvidas e utilizadas em MS foram
denominadas ionizacao por impacto de elétrons (El) (MARK; DUNN, 1985) e
ionizacao quimica (Cl) { MUNSON; FIELD, 1966), porém estas se limitavam a
ionizacao de moléculas volateis, uma vez que o processo de ionizacao ocorre sob
vacuo. No final da década de 80 (FENN et al., 1989; TANAKA et al., 1988), a
espectrometria de massas teve um grande avanco, pois macromoléculas passaram
a ser ionizadas, ampliando assim, a faixa de massas de moléculas analisadas

por MS, uma vez que as amostras nao precisavam ser volateis e termicamente
estaveis para a insercao no espectrdmetro de massas. Esta inovacao publicada
rendeu o prémio Nobel, em 2002 (MARKIDES; GRASLUND, 2002), aos
pesquisadores, John B. Fenn e Koichi Tanaka, pela aplicacao da espectrometria de
massas em macromoléculas biolégicas, com o desenvolvimento das técnicas de
ionizacao por Electrospray (ESl) e MALDI (lonizagao/Dessorgcao por Laser Assistida
por Matriz), respectivamente.

Resumidamente, a ionizacdo por ESI gera ions a partir da protonacao ou
desprotonacédo de uma molécula neutra ([M +H]* e [M-H]) em solucéo &cida ou
béasica e, portanto, moléculas polares comecaram a ser analisadas. O mecanismo
de ionizacao por MALDI é diferente, este gera ions a partir da colisdo de um laser
em uma matriz, a qual transfere um ou mais prétons para a molécula, que esta na
forma sélida em contato com a matriz. Com o desenvolvimento do ESI e MALDI,
foi possivel, entao, detectar moléculas de grande peso molecular, como por
exemplo, proteinas e polimeros.

Outro marco importante no campo de espectrometria de massas foi o
desenvolvimento da técnica de imageamento quimico, na qual se obtém uma
imagem bidimensional, uma “fotografia quimica”, de moléculas presentes em

uma superficie. O imageamento por espectrometria de massas (/maging Mass
Spectrometry - IMS), que consiste na combinacao de anélises da massa molecular
e informacao espacial, fornece a visualizacao de moléculas em superficies
complexas.

Caprioli et al. (1997) foi o pioneiro no imageamento quimico em tecidos utilizando
MALDI como fonte de ionizagao (CAPRIOLI et al., 1997). Apds dois anos, houve
um grande avanco na técnica de MALDI-IMS, uma vez que esta foi automatizada,
passando a ser implementada na pratica (STOECKLI et al., 1999). A insercao
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de MALDI baseado em técnicas de IMS, entao
denominada MALDI-IMS, levou a um aumento

em estudos nesta area e, consequentemente, em
desenvolvimentos instrumentais e metodoldgicos
e, portanto, nas aplicacdes de imageamento por
MS. Desde entao, estratégias de desenvolvimentos
em IMS, tanto na parte instrumental quanto nas
metodologias de andlises, tém feito desta técnica,
uma ferramenta poderosa na localizacao espacial

e na identificacdo de farmacos, metabdlitos,
lipideos, peptideos e proteinas em tecidos bioldgicos
complexos (HOVE et al., 2010).

MALDI-IMS é uma derivacao da técnica MALDI,
porém neste caso a amostra aderida na placa de
MALDI é movida nos eixos x/y e cada posicao
da amostra é analisada. Entado, a partir do
armazenamento do espectro de massas de cada
posicao, uma imagem bidimensional do perfil
metabdlico da amostra pode ser obtida (Figura 1)
(ABDELNUR, 2010). Ou seja, o MALDI-IMS nada
mais é do que a somatodria de varias aquisicoes
pontuais geradas por MALDI, processadas por
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um software (STOECKLI et al., 1999; BURREL et
al., 2007), fornecendo uma imagem quimica da
superficie total analisada. Estudos recentemente
publicados demonstraram a possibilidade de se
obter um perfil de massas de compostos presentes
na superficie de um tecido com uma resolucao
espacial de 25 ym (GOTO-INOUE et al., 2010),

0 que resulta em imagens com alta resolucao.
Imagens tridimensionais de peptideos e proteinas
presentes em cérebro de rato foram descritas na
literatura (ANDERSON et al., 2008), demonstrando
o potencial de imagens 3D e nao apenas de imagens
bidimensionais, as quais sdo normalmente obtidas.

Uma das vantagens mais atrativas do imageamento
por MALDI é a visualizacao de moléculas
individuais, presentes nas superficies de secoes

de tecidos sem a necessidade da utilizacao de
anticorpos, coloracao, ou etapas demoradas de
pré-tratamentos. Portanto, esta técnica fornece a
analise pontual das moléculas e nao é necessério

a homogeneizacao de todo tecido, havendo uma
mistura de varias moléculas presentes em toda
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Figura 1. Fluxograma geral de um experimento de MALD/ Imaging em tecido.
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superficie, por exemplo, como é realizado nos
métodos tradicionais de proteoma utilizando
eletroforese em gel (1D e 2D) e cromatografia
liquida.

A anélise direta da secao do tecido por MALDI-

IMS permite a identificagdo de um amplo espectro
de massas correspondentes a biomoléculas, como
lipideos, glicolipideos, aminoacidos, peptideos, e
proteinas, bem como medicamentos administrados.
Em teoria, MALDI-IMS pode ser aplicado para
andlise direta de todas as secoOes biolégicas, porém,
metodologias de andlise de diferentes superficies
biolégicas ainda nao estao estabelecidas e precisam
ser desenvolvidas de acordo com a superficie
analisada (ZAIMA et al., 2010).

As pesquisas pioneiras e atuais realizadas por
Caprioli e colaboradores, bem como as pesquisas
realizadas por pesquisadores do mundo todo,
inclusive do Brasil, na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (BRAND et al.,
2006; MAGALHAES et al., 2008), tém resultado
no sucesso do imageamento e perfil protéico de
proteinas a partir de tecidos bioldgicos.

Mais recentemente, as técnicas de imageamento
foram também aplicadas na deteccao e imagem de
pequenas moléculas organicas em superficies de
tecidos bioldgicos. No entanto, apenas em 2005
Mullen e colaboradores aplicaram a deteccao e
imageamento de compostos em superficie de uma
folha de planta e dentro do peduinculo da planta
utilizando MALDI-IMS (MULLEN et al., 2005).

Este primeiro trabalho publicado (MULLEN et al.,
2005) relata a deteccao espacial dos fungicidas

e herbicidas disponiveis comercialmente,
azoxistrobina e mesotriona, na superficie das folhas
de soja e da azoxistrobina nos ramos da soja, a
partir da técnica de imageamento. O que demonstra
o grande potencial de MALDI-IMS na investigacao
do mapeamento de agroquimicos em plantas.
Resumidamente, a técnica de preparo de amostra
para andlise por MALDI-IMS de tecidos de plantas,
em geral, consiste, inicialmente, no corte de secdes
de tecidos congelados, os quais sdao posteriormente
fixados na placa de MALDI por filmes adesivos, e
somente entdo a placa é inserida no espectrémetro
de massas MALDI para andlise dos compostos
quimicos (ZAIMA et al., 2010).

Um levantamento bibliografico foi realizado no

“ISI Web of Knowledge”, utilizando a combinacao
das palavras “imaging mass spectrometry, mass
spectrometry imaging and plant, agriculture, leaves,
seeds, plant tissue” e foram encontrados apenas
13 artigos relacionados a MALDI-IMS e tecido de
planta (GOTO-INOUE et al., 2010; ZAIMA et al.,
2010; MULLEN et al., 2005; CHA et al., 2009),
sendo trés referentes a utilizacao de coldide de
prata como matriz. A partir destas publicacoes foi
possivel identificar apenas 4 laboratérios no mundo
gue trabalham nesta area, sendo um laboratério
localizado em cada regiao descrita: Reino Unido,
Alemanha, Japao e Estados Unidos da América.
Outra pesquisa foi realizada em um site de acesso
gratuito na internet, designado ao publico com
interesse em MALDI-IMS (MSIMAGING, 2010), no
entanto, nenhum artigo diferente dos encontrados
pela pesquisa anterior foi detectado.

As aplicacoes de MALDI-IMS em tecidos de plantas
publicadas estao relacionadas a determinacao de
compostos agroquimicos em soja (MULLEN et

al., 2005), no mapeamento de metabdlitos em
plantas (BURREAL et al., 2007), na localizacao de
carboidratos soliveis em adgua em trigo (ROBINSON
et al., 2007), na distribuicao de glucosinolatos

em plantas (SHROFF et al., 2008), na distribuicao
de nicosulfuronas e translocacao de herbicidas
sulfonilureia em girassol (ANDERSON et al., 2009;
ANDERSON et al., 2010), na andlise de arroz
(ZAIMA et al., 2010), na analise de celulose em
choupo (JUNG et al., 2010), na visualizacao da
distribuicao de acido y-aminobutirico em berinjela
(GOTO-INOUE et al., 2010) e no imageamento de
lipideos em insetos e plantas (VRKOSLAYV et al.,
2010). Estes trabalhos mostram o quao promissora
€ a técnica na andlise de tecidos vegetais, e que
ainda héa varios campos a serem explorados.
Algumas imagens quimicas obtidas e citadas em
uma das publicagcdes mencionadas acima (GOTO-
INOUE et al., 2010) estao ilustradas a seguir, sendo
imagens de amostras de berinjela (Fig. 2 e 3).

Como perspectiva para a técnica de IMS para todas
as moléculas, desde pequenas a macromoléculas, os
desenvolvimentos recentes, da instrumentacao ao
preparo de amostra, tém aumentado a sensibilidade,
resolucao espacial, aumentando, portanto, a
capacidade de identificacdo por MS a partir de
MALDI. Estes desenvolvimentos estdo ampliando o
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campo de aplicacdes de imageamento por MS para
lipideos, peptideos e identificacdo de biomarcadores
protéicos, bem como imageamento de drogas e
metabdlitos. A combinacao de imageamento por
MS, a identificacdo quimica por MS/MS (método em
que se seleciona o ion de interesse, o qual colide
com gas e se fragmenta, fornecendo informacoes
estruturais da molécula) direto no tecido, e
protocolos bioanaliticos padroes (LC-MS/MS e
eletroforese) permitird a identificacdo de compostos
relevantes e a localizacao dos mesmos em células e
tecidos (HOVE et al., 2010).

Além destas aplicacoes, investigacoes recentes
tém evidenciado que MALDI-IMS tem grande
potencial como uma técnica analitica para detectar
a absorcao foliar e radicular de compostos quimicos
e para revelar suas distribuicdes através da planta
uma vez absorvidos. No entanto, ha muito trabalho

necessario para o refino da técnica para a deteccao
de compostos em plantas. Estima-se que no futuro,
pesquisas no desenvolvimento da técnica de
imageamento por espectrometria de massas sejam
realizadas a fim de torna-la uma ferramenta analitica
quantitativa, além de qualitativa, para a atribuicao
de novas entidades quimicas desenvolvidas no
material da planta. Atualmente o MALDI-IMS estéa
sendo mais utilizado em anélises clinicas, mas hé
uma grande perspectiva de aplicacao nas andlises
biolégicas em tecidos de plantas, para melhor
entendimento dos compostos quimicos presentes
nestas superficies, in natura, ap6s o contato

com um predador, sob condicado de estresse, por
exemplo, ou até mesmo, apds a adicao de algum
agrotéxico. Enfim, ha varias vertentes ainda nao
exploradas e de grande interesse para a sociedade
e pesquisadores, o que torna um desafio instigante
para um futuro préximo.

Optical Image of
egaplant section

Figura 2. Imagens 6ticas da berinjela, resultados de analises por IMS e tandem. (a) Imagem ética
da berinjela, seccdes transversal e longitudinal da berinjela . Um retangulo cinza na imagem
transversal mostra a regido analisada por IMS. (b) Imagem 6ética da secdo de berinjela e a
imagem do ion de m/z 104,07. As setas vermelhas na imagem 6tica mostram a localizacédo das
sementes. Escala: 2,5 mm. Reprodutibilidade foi confirmada (n = 3). (c) Imagem ética dasecéo
de berinjela e imagem do fon de m/z 104,07 com resolucdo espacial de 25 ym em uma semente.

Escala: 0,5 mm.
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