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Determination of Metallothioneins and Phytochelatins using HPLC-ICPMS

Abstract: Metallothioneins and phytochelatins are peptides and proteins associated with metals present in all
biological systems. Generally, in the presence of certain metal concentration, they are produced naturally by the
body. There are several applications including their use as indicators of environmental pollution and to fight
disease. For the determination of metallothioneins and phytochelatins is necessary to use a very detailed chemical
analysis procedure that involves the extraction of these complexes, followed by a methodology of separation or
purification of compounds extracted and finally by the detection of both the organic compound (the protein) and
the metal associated with it. Different strategies should be used whether the subject of the analysis is the apo-form
of the biomolecule or the metallic complex. In the second case, special care has to be taken for preserving the
metal-biomolecule association along the sample preparation procedure. UV-VIS absorbance, fluorescence or mass
spectrometry are often used for detection of the biomolecules. In the case of metallic complexes, high performance
liquid chromatography (HPLC - High Resolution Liquid Chromatography) is the most used technique for separation,
associated to mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS - Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry), an elemental technique, that allows the detection of metallic ions. Some aspects of this technique
and its application are described in this paper.
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Resumo

Metalotioneinas e fitoquelatinas sdo proteinas e peptideos associados a metais presentes em todos os sistemas
bioldgicos. Geralmente, na presenga de certa concentragdo de metais, elas sdo produzidas naturalmente pelo
organismo. Existem diversas aplicagcGes destes compostos, incluindo sua utilizagdo como indicadores de poluigdo
ambiental, combate a doengas, etc. Para a identificacdo de metalotioneinas e fitoquelatinas é necessario utilizar um
procedimento bem detalhado de analise quimica, que envolve a extracdo destes complexos, seguido da separagdo
ou purificacdo dos compostos extraidos, e por fim, deteccdo. Dependendo dos objetivos a serem alcangados, se a
identificagdo da apo-forma da biomolécula ou do complexo metalico, diferentes estratégias devem ser usadas. No
segundo caso, deve-se ter cuidado especial na preservagdo da ligagdo metal-biomolécula durante os procedimentos
de preparagdo das amostras. Com relagdo ao sistema de detecgdo, a absorbancia UV-VIS, fluorescéncia ou
espectrometria de massas sdo os mais comumente utilizados. No caso de complexos metalicos, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) é técnica mais utilizada para a separac¢do, acoplada a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), técnica de detecgdo de ions metalicos. Este artigo descreve, em linhas
gerais, esta técnica e suas aplicagdes.

Palavras-chave: Metalotioneinas; fitoquelatinas; HPLC-ICP-MS.
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Introdugado

I A

Conclusoes

1. Introdugao

As metalotioneinas e fitoquelatinas estdo
presentes em todos o0s organismos Vivos,
sendo induzidas as suas sinteses, devido a
exposi¢do a metais. Em 1957 foi publicado o
primeiro trabalho ainda na forma de resumo
relatando metais (Cadmio encontrado em
tecido de equino), associado a proteinas.' J4
em 1960 foi publicado o primeiro trabalho
completo descrevendo proteinas contendo
Cd e, no qual o termo
metalotioneinas (MT) foi sugerido para
descrever estas proteinas com capacidade
para ligar-se a metais.” Desde ent3o muitos
foram os avangos nesta area de pesquisa e
proteinas associadas a metais vém sendo
encontradas em diversos organismos. A
capacidade de peptideos de ligar-se a metais

Analise de MTs e PCs por HPLC-ICP-MS

Perspectivas da investigacao de MTs e PCs no ambiente marinho

foi descrita pela primeira vez em 1981. Nesse
caso, foi determinado o Cd associado a
peptideos em amostras de plantas e estes
peptideos foram denominados de
fitoquelatinas.?

As metalotioneinas (MTs) constituem uma
superfamilia de metaloproteinas ricas em
cisteina e metalopeptideos com baixo peso
molecular. Elas sdo responsdveis pela
regulacdo intracelular, suprindo a demanda
bioldgica de elementos essenciais como zinco
e cobre, e protegendo as células de efeitos
deletérios por exposicdo a elevadas
guantidades desses elementos e de metais
n3o essenciais como caddmio, mercurio, etc.*
As MTs se ligam a 7 equivalentes de ions
metdlicos divalentes, com grande afinidade,
através da formacdo de “clusters” (dominios)
metal-sulfidrila,’ de acordo como
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representado na figura 1. glicina  (Figura 2). Contudo, outros
L ~ aminodacidos podem excepcionalmente estar

As metalotioneinas sdo encontradas em
. - presentes. A estrutura geral das

todos os filos animais, algumas plantas,

fungos e cianobactérias. A superfamilia de fitoquelatinas é: (y-glutamil-cisteina), glicina

L, . . (n = 2-11), assim como as variantes com
metalotioneinas é subdividida em 15 grupos . . M
(Tabela 1) unidades repetidas de y-glutamil-cisteinila, as

quais sdo formadas em algumas plantas e
As fitoquelatinas (PCs) sdo pequenos |eveduras (fungos).’” As fitoquelatinas sdo

peptideos (2 a 10 kDA) ricos em cisteina, que,  encontradas em algas, plantas, fungos e
normalmente, contém somente trés  alguns nematddeos.

aminodcidos: acido glutamico, cisteina e
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Figura 1. Sitios para ligagdo com metais presentes na metalotioneina. Os circulos denotam ions
metalicos divalentes (ex. Zn**, Cd*, Mn*, Cu™)?
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Figura 2. Férmula estrutural da unidade basica das fitoquelatinas
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Tabela 1. Classificacdo das metalotioneinas™®

Melendez, L. B. et al.

Familia Subdivisoes Sequéncia Padrao
m1: mamiferos MT-1 a2: aves MT-2
, a: aves MT
m2: mamiferos MT-2 .
Familia 1: m3: mamiferos MT-3 r: repteis MT
i ) , t: teledsteos MT K-x(1,2)-C-C-x-C-C-P-x(2)-C
vertebrados m4: mamiferos MT-4 N
, s: Tubardes MT
m: mamiferos MT b: batraquios (sapos e ras)
al: aves MT-1 ’ q P
MT
Familia 2: mol: mexilhdo MT-1 mog: gastropode MT C-x-C-x(3)-C-T-G-x(3)-C-x-C-x(3)-C-
Moluscos mo2: mexilhdo MT-2 mo: outros moluscos MT x-C-K
Faml!la 3 ¢ crust?ceos MT c2: crustaceos MT-2 P-[GD]-P-C-C-x(3,4)-C-x-C
crustaceos cl: crustaceos MT-1
Familia 4: el: equinoderma MT ) . . P-D-x-K-C-V-C-C-x(5)-C-x-C-x(4)-C-
Equinodermos tipo 1 AR SN Oe: C-x(4)-C-C-x(4,6)-C-C
Familia 5: d1: diptera MT tipo 1 d2: diptera MT type 2 C-G-x(2)-C-x-C-x(2)-Q-x(5)-C-x-C-
Diptera X(2)-D-C-x-C
LI ni: ner_natoda MT n2: nematoda MT tipo 2 K-C-C-x(3)-C-C
Nematoda tipo 1
Familia 7: L
Ciliados ci: ciliata MT -
Famlllz?\ 8: £1: fungi-| C-G-C-S-x(4)-C-x-C-x(3,4)-C-x-C-S-
Fungi | x-C
Familia 9: .
vl f2: fungi-ll -
Familia 10:
Fungi lll i i
Famm? 11: £4: fungiV C-X-K-C-x-C-x(2)-C-K-C
Fungi IV
Familia 12: .
S f5: fungi-V -
Familia 13: .
=y f6: fungi-VI -
Familia 14: . K-C-A-C-x(2)-C-L-C
) pr: procariota
Procariota
1: pl MT tipo 1 21: pl MT tipo 2x1
Familia 15: EZ' EIZ:EZ MT:;gg , ppec_ppfan;fa fe molik); [YFH]-x(5,25)-C-[SKD]-C-[GAJ-
' ' i DPAT]-x(0,1)-C-x-
HELER p3: planta MT tipo 3 proteina R e ]
Familia 99:

Fitoquelatinas
e outros nao
proteindceos
MT-como
polipeptideos

N3o definido
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A producdo de fitoquelatinas e
metalotioneinas ocorre com a finalidade de
proteger o organismo da acdo dos metais
toxicos ndo essenciais, como Cd e As, ou
metais essenciais em excesso, que se tornam
toxicos, como Zn e Cu.

O estudo das metalotioneinas e das
fitoquelatinas é de grande importancia, tanto
no ponto de vista ambiental, para avaliagdo
da qualidade de ambientes terrestres e
aquaticos, tendo em vista que a acumulacgdo
de metais pela biota pode ser usada como
indicador de poluicdo ambiental, como no
ponto de vista tecnoldgico, ja que algumas
plantas e algas s3ao organismos resistentes
gue hiper-acumulam metais e podem ser

Vq

usadas com a finalidade de remediacdo de
areas contaminadas por metais, como solos e
aguas. Além disso, na darea médica, a
producdo de metalotioneinas pelo organismo
é uma ferramenta para o desenvolvimento
de tratamento de doencas usando metais
como componentes de farmacos.

Uma das vantagens do uso de
metalotioneinas e das fitoquelatinas como
indicadores é o fato de a producdo destas ser
um indicador precoce de exposicdao a metais,
respondendo bem antes que seja possivel
mensurar um efeito fisiolégico no organismo
como alteracdo na taxa de crescimento ou
diminuicio da capacidade reprodutiva®
(Figura 3).

Aumentoda
relevancia Ecoldgica

Célula

Organelas

Mudancasno Ecossistema

Comunidade

Populagao

Orgdnismos

/_ Orgdos
Tecidos

Aumento do tempo de resposta

Figura 3. Relacdo entre relevancia ecoldgica, escala de tempo de resposta e o estudo em
diferentes niveis de organizagdo bioldgica apds exposi¢cdo a um fator estressante (Modificado
da referéncia 9). As metalotioneinas encontram-se no nivel das proteinas

Na area ambiental, uma das grandes
aplica¢Oes da determinacdo de fitoquelatinas
é a selecdo de espécies capazes de hiper-
acumular metais para utilizacdo no processo
de fitorremediacdo, que possibilita a
descontaminagdo de ambientes pela sor¢do
de metais pelas plantas. Este processo pode
ser caracterizado como “limpo”, com a
vantagem adicional de alterar muito pouco as
propriedades bioldgicas e a estrutura fisica
dos solos. As estratégias de fitorremediacdo
podem oferecer procedimentos adequados
para descontamina¢do de solos, dgua e ar
tanto para elementos-trao quanto para

substancias organicas.

Na area médica, além da detoxificagcdo de
metais, as metalotioneinas estdo
relacionadas ao combate aos radicais livres.
Os radicais livres sdo moléculas que tem um
namero impar de elétrons em sua Ultima
camada, o que os torna bastante reativos.
Esses radicais reagem com proteinas,
gorduras ou mesmo o DNA para abstragdo de
um elétron. Cada molécula que perde um
elétron precisa “furtar” o elétron de alguma
outra molécula. Esse processo evolui em
progressdo e é chamado de cascata oxidativa.
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Ja a carga total de radicais livres é chamada
de estresse oxidativo. As substancias que
fornecem o elétron que estd faltando,
devolvendo a situacdo a normalidade sdo os
antioxidantes. O estresse oxidativo ¢é
regulado por uma combinacdo de fatores
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hereditarios, do ambiente e do estilo de vida.
Os radicais livres causam lesGes tanto nas
células como nos genes. Muitos consideram
gue o acumulo dessas lesGes ao longo da vida
favorece a manifestacdo de doencgas
relacionadas ao envelhecimento (Figura 4).

TABAGISMO

Figura 4. Fatores que favorecem a formacao de radicais livres

Essas diversas aplicacGes das MTs e PCs
requerem estudos aprofundados a respeito

da producdo dessas substancias pelos
diversos organismos vivos.
Atualmente na quimica analitica,

inimeras metodologias sdo empregadas na
investigacdo de MTs e PCs. Dentre as técnicas
mais usadas estdo a eletroforese, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometro de massas com
plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-
MS) e a espectrometria de massas com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS). Nos
ultimos anos, a técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a
espectrobmetro de massas com plasma
indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) vem
se popularizando por possuir inumeras
vantagens. A técnica de HPLC oferece melhor
separacdo de proteinas e peptideos e pode
ser acoplada facilmente com o ICP, com
grandes vantagens em relacdo a eletroforese.

Ja o ICP-MS oferece altissima sensibilidade na
determinacdo de metais, possibilitando
detectar quantidades muito baixas, na faixa
de ppb (pg.kg™).

O uso de HPLC com detector UV, para
visualizar a separagdo das proteinas ou
peptideos, é uma valiosa ferramenta para
estudo de MTs e PCs quando acoplada a um
equipamento de ICP-MS, permitindo detectar
0s metais associados as proteinas e
peptideos.

2. Analise de MTs e PCs por HPLC-
ICP-MS

O primeiro passo na investigacdo de
metais associados a MTs e PCs é a
determinacgdo da concentragao total do metal
por ICP-MS, apds digestdo acida da amostra.
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A segunda etapa é a extracdo de proteinas
e polipeptideos contendo metais. Nesse
processo, inUmeras s3ao as metodologias
empregadas, sendo as mais usualmente
utilizadas a extragdo com solucdo tampao
(Tris-HCI em diferentes pHs), também
podendo ser utilizada a extragdo térmica.
Apds a extracdo é iniciado o estudo de
proteinas presentes no extrato, usando
cromatografia (Figura 5). Geralmente, se
utiliza cromatografia de exclusdo por
tamanho (SEC) para uma separacgao inicial. A
cromatografia de exclusdo por tamanho é

Vo

capaz de separar as proteinas e peptideos
contidos no extrato por faixa de tamanho
gque sdao detectados por UV-VIS. Os
comprimentos de onda mais utilizados para
as fitoquelatinas sdo 254 ou 280 nm,
enquanto que para metalotioneinas sdao mais
comumente empregados 220 e 254 nm. Em
alguns casos, comprimentos de onda na faixa
do visivel podem ser utilizados, como por
exemplo, para metalotioneina associada ao
vanadio em uma espécie de Ascidia, onde se
usa 756nm.™

AMOSTRAS
Extragio
TRIS-HCI

sobrenadante

Determinacéo da porcentagem
de metal extraido

Separacdo prévia dos
polipeptideos

Figura 5. Fluxograma de procedimento usado para extracdo e investigacdes iniciais

Nesta etapa, a SEC-UV é acoplada ao ICP-
MS para verificagdo da correspondéncia
entre os picos de proteina obtidos no UV e os
picos de ions metalicos (Figura 6).

As fragOes de polipeptideos e proteinas
separadas por SEC sdo recolhidas para uma
segunda fase de separagdo, utilizando uma

coluna que separe melhor os polipeptideos
ou proteinas, podendo ser uma coluna de
troca ionica, fase normal ou fase reversa. A
escolha do tipo de coluna adequado para a
segunda etapa da separacgdo ira depender da
estabilidade do complexo metal-biomolécula
a ser estudado.™

o — e —

Analisador Tocha

de massas

Detector UY (-
Jk =
Coluna de
separacao
v/ 1
o0
Bomba de HPLC
]
o0
Eluente

Figura 6. Esquema acoplado HPLC-ICPMS

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.6| |612-622|



LVa

Uma aplicacdo da técnica foi realizada em
um estudo de espécies de plantas
hiperacumuladoras de arsénio’. Neste
estudo, uma coluna Superdex Peptide foi
utilizada para separacdo dos peptideos e foi
possivel ~observar a associacdo de

0.10 -
0.08 -

0.06 -

Absorbance

0.04 + %

0.02
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fitoquelatinas a arsénio, como mostrado na
Figura 7, no cromatograma obtido para a
espécie de planta Pityrogramma
calomelanos, considerada hiperacumuladora
de As.

(a)

0.00 44— ———"

7.500

5.000

Intensity / cps

2.500 1

20 30 . .
time / min

(b)

0.000 T

20 30 40

time / min

Figura 7. Cromatograma de fitoquelatinas associadas a arsénio em P. calomelanos. (a):
Peptideos monitorados por detector UV. (b): arsénio monitorado por ICP-MS™
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Uma dificuldade que vem sendo
encontrada nesta linha de pesquisa é a falta
de materiais de referéncias certificados para
fitoquelatinas e metalotioneinas. Por esta
razdo, técnicas complementares de
identificacdo de moléculas organicas sao
utilizadas para garantir a identificacdo das
espécies separadas por cromatografia.

Apesar da farta disponibilidade de dados
moleculares sobre a biossintese de PCs em
plantas submetidas a estresse por Cd e Cu,
pouco se sabe sobre as formas moleculares
dos complexos formados entre metais e
peptideos nas plantas hiperacumuladoras. Os
primeiros espectros de massas eletrospray
(ESI-MS) de complexos metal-PCs foram
obtidos em 1997. No entanto, somente em
1999 foi publicado o primeiro espectro de
massas.”” A dificuldade com relacio a
estabilidade do complexo metal-biomolécula,
frequentemente muito [4dbil, é um ponto
critico da técnica.

3. Perspectivas da investigagao de
MTs e PCs no ambiente marinho

Com o avan¢o da industrializagdo no
ultimo século, as emissdes de substancias
téxicas vém tendo uma elevacgdo tremenda e
significativa, sendo uma grande preocupacao
nos dias de hoje o controle da emissdo de
poluentes e a remediacdo de dreas
contaminadas.

Inimeras sdo as atividades humanas que
afetam a qualidade ambiental de 4dreas
costeiras™ (lixo, descarga de efluentes,
disposicdo de  sedimentos  dragados,
exploragcdo de petrdleo, etc). Além disso,
mais de 3 bilhGes de pessoas vivem a até 200
Km da costa, ou seja metade da populagdo
mundial."*

Dentre a imensa variedade de substancias
guimicas lancadas pelo homem no ambiente,
destacam-se os metais.

Windom® descreve as 7 maiores
categorias de contaminantes (lixo, efluente
de esgoto, petréleo, metais, compostos

Vo

organicos sintéticos, mobilizacdo
antropogénica de sedimento, e nutrientes)
de origem continental que tem perseveranga
no ambiente e/ou geram efeitos adversos ao
ambiente marinho. Nesse trabalho, Windom
relata que entre as sete maiores categorias
de contaminantes, os metais sdo o principal
grupo, uma vez que suas emissdes sao pouco
tratadas em escala global.

Nesse contexto, a utilizacdo de
ferramentas que permitam identificar
precocemente a exposicdo da biota marinha
a metais é de suma importancia para o
monitoramento e gerenciamento de areas
costeiras. Tendo em vista, o fato da inducdo
da sintese de metalotioneinas em muitas
espécies marinhas devido a contaminacdo
por metais (Ag, Cd, Cu, Hg), tem liderado a
proposta de uso desta superfamilia como um
potencial biomarcador para exposicdo aos
metais em  organismos biomonitores
aquaticos,'®'” sendo que fatores naturais e
fisiologicos tem que ser considerados.’®

O monitoramento das concentragcbes de
MTs e PCs em organismos marinhos pode ser
uma ferramenta eficaz em apontar
precocemente os dados antrdpicos ao
sistema marinho, e possibilitar a tomada de
decisao de gerenciamento mais adequada da
area contaminada ou espécie afetada, antes
gue ocorra um dano maior a todo o
ecossistema.

S3ao poucos os estudos de MTs e PCs em
organismos marinhos em comparag¢do a
grande diversidade de espécies existentes.
Em recente trabalho publicado por Devez" et
al., no qual estes autores revisam os
trabalhos de PCs em algas, foram
encontrados apenas 34 trabalhos relatando a
producdo de PCs em algas marinhas e
estuarinas, sendo que grande parte destes
estudos tratam de ensaios de laboratdrio. Na
literatura sd3o mencionados apenas 17
trabalhos descrevendo a ocorréncia de PCs
em comunidades naturais, em estudrios e
areas costeiras do Oceano Atlantico Norte,
Oceano Pacifico Equatorial, Oceano Pacifico
Subdrtico e para o Mar Egeu no
Mediterraneo.
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Esta deficiéncia de dados de MT e PCs em
organismos marinhos em campo dificultam o
estabelecimento de valores  naturais
“background” de MTs e PCs, e a utilizagdo

desta ferramenta em rotina no
biomonitoramento de dreas costeiras.
Entretanto, alguns autores mostraram a
aplicabilidade da investigacdo da
concentracigo de PCs e MTs para
biomonitoramento, como exemplo no

fitoplancton” e em mexilhdo,” em 4&reas
portudrias e costeiras.

4. Conclusoes

O estudo de fitoquelatinas e
metalotioneinas em organismos vivos é de
extrema importancia em diversas linhas de
pesquisas, seja em estudos de
biomonitoramento, de fitorremedia¢do ou na
area da medicina. Por esta razdo, técnicas
analiticas estdo sendo desenvolvidas e
aplicadas para o estudo dessas espécies. A
técnica analitica de HPLC-UV-ICP-MS é a que
mais vém sendo empregada em pesquisas
nesta area, por ser uma ferramenta que
possibilita o estudo do metal e da
biomolécula. No entanto, técnicas ainda mais
avancadas ja estdo sendo aplicadas.
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