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Metallomics: Methodologies and Applications in Environmental Studies

Abstract: Metallomics is an interdisciplinary area that has grown in recent years thanks to the development
and application of techniques such as electrophoresis, chromatography, and spectrometry. Advances in
this area, have allowed studies of functional and structural characterization of proteins linked to metals
in different organisms and tissues, and thus, led to the understanding of the complex processes involving
metalloproteins, and with this, their application for the realization of environmental monitoring studies. In
this article, a review of the main metallomic techniques and their applications in environmental studies was
carried out from 2008 to 2018, based on the search for scientific articles in the “Scopus” database.
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Resumo

A metaldmica é uma area interdisciplinar que tem crescido nos ultimos anos, em virtude ao
desenvolvimento e aplicagdo de técnicas como eletroforese, cromatografia e espectrometria. Avancos
nessa area, tém permitido estudos de caracterizacdo funcional e estrutural de proteinas ligadas a metais
em diferentes organismos e tecidos, e desta forma, levado a compreensdo, dos complexos processos
gue envolvem as metaloproteinas, e com isto, garantido sua aplicacdo para a realizacdo de estudos
de monitoramento ambiental. No presente artigo, foi realizada uma revisdo das principais técnicas
metalomicas e de suas aplicagées em estudos ambientais no periodo de 2008 a 2018, a partir da busca
de artigos cientificos na base de dados “Scopus”.
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1. Introdugao

A metaldbmica é uma ciéncia que pertence a
familia dos “6micas” - gendmica, protedmica,
lipidiémica, transcriptdmica, metabolémica - cujo
objetivo é entender as relagdes do metaloma com
acidos nucleicos, proteinas e metabdlitos. Essas
interacdes podem ser internamente restritas ao
organismo, dentro de uma célula, de um tecido ou
podem se inter-relacionar com o ecossistema. A
metaldmica é, portanto, uma area transdisciplinar,
com grande relagcdo com genémica e protedmica.'?

De acordo com a IUPAC, essa area pode
ser definida como o estudo do metaloma, das
interacdes e conexdes funcionais de ions metalicos
e outras espécies metalicas com genes, proteinas,
metabdlitos e outras biomoléculas em sistemas
bioldgicos.®>* Os estudos metaldmicos, com
abordagem sistematica ou abrangente, devem ser
focados nos metais ou metaloides em um sistema

biolégico e/ou na associagdo, seja estatistica,
estrutural ou funcional, da concentragdo ou
especiacdo de elementos com o genoma.?

A caracterizacdo das espécies contendo
metais nos organismos vivos e de suas interagées
com o0 genoma, transcriptoma, proteoma e
metaboloma requer abordagens analiticas
dedicadas a detecgdo, localizagao, identificagdo
e quantificagdo in vivo, analise funcional in vitro
e predigdo in silico usando bioinformatica.'?
Nesse trabalho serdo abordadas as principais
metodologias analiticas de detecgdo, separagao
e caracterizagdo utilizadas nessa drea de estudo.

A metaldbmica aborda a totalidade dos
fons metdlicos em um sistema e nao apenas
biomoléculas individuais, o que exige atencdo
para o significado geral dos ions metdlicos na
biologia e enfatiza sua importancia, através
da integracdo de campos e metodologias de
pesquisa. E uma drea de pesquisa multidisciplinar
emergente e, quando aplicada adequadamente,
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tem implicacbes de longo alcance e potencial
futuro. Um objetivo da metalomica é estabelecer
a distribuicdo e as concentracGes normais de ions
metalicos nos tecidos e células. Esses valores de
referéncia podem entdo servir para entender as
mudancas que causam doencas ou sao resultado
da doenga.?

Essa concepcao global e ordenada das diversas
fungdes de compostos metalicos e metaloides em
sistemas bioldgicos, combinada com respostas
as mudancas ambientais, torna a metal6mica
fundamental em dreas como biologia clinica,
farmacologia, nutrigcdo, geoquimica, entre outras.
Os estudos metaldémicos podem contribuir para
a identificacdo de espécies metalicas (andlise
gualitativa), bem como para a determinagdo de
sua concentracdo (andlise quantitativa), para a
compreensdao dos mecanismos de atuacdao das
espécies metdlicas nos sistemas bioldgicos e a
caracterizacdo de biomarcadores.»>7

Os estudos em metalémica ndo se restringem
apenasasespécies quimicas,incluemaidentificagdo
de seus estados de valéncia e ambientes de
coordenagdo, a saber, andlise de especiacdo em
termos qualitativos e quantitativos, que podem ser
abordadosao se combinarespectrometriade massa
elementar e molecular com técnicas hifenizadas.>®
Os trabalhos, portanto, abordam a presenca de
ions metadlicos em diferentes estados de oxidacao,
bem como a ligagdo destes a macromoléculas,
em que as interacbes com proteinas dominam
(metaloprotemas) e a interagdo com compostos de
baixo peso molecular.

Os metais desempenham um papel
importante nos organismos vivos, uma vez que
diversas proteinas requerem um cofator de metal
(Cu, Fe, Zn, Mo e outros) para desempenhar
suas funcbes, o que pode afetar a regulacao
negativa da expressdo de proteinas. E importante
salientar a diferenca entre as metaloproteinas
e as proteinas ligadas a metais. As primeiras
constituem um grupo que contém um cofator
metalico, incorporado por meio de ligacGes
especificas e de alta afinidade. Por outro lado,
as proteinas ligadas a metais se referem a um
grupo de substancias que incorporam em sua
estrutura ions metdlicos por meio de ligacOes
inespecificas e de baixa afinidade, o que torna
esse tipo de ligacdo facilmente quebravel, dentre
as quais se pode citar as metalotioneinas.3®1
Estas proteinas sdo essenciais nos processos de
homeostase e desintoxicacdo, além disso, é critico

o conhecimento sobre o trafego de metais e as
interagOes nas células e tecidos, considerando seu
transporte por fluidos bioldgicos e a passagem
por barreiras bioldgicas.?>

Essa classe de proteinas de baixo peso
molecular é produzida por espécimes do reino
animal e vegetal (plantas superiores), capazes
de interagir com metais bivalentes e produzir
complexos metal-tiol, devido a presenca de
ligantes metdlicos em suas estruturas.’>!* No
organismo, as metalotioneinas sdo importantes
para o transporte de ions metalicos, a manutengdo
das condig¢des de redugao oxidativa, bem como, a
regulacdo de radicais livres.”

A metalébmica representa, portanto, um
importante campo interdisciplinar mesmo que
ainda em consolidacdo que tem permitido a
integracdo de estudos bioquimicos e inorganicos
com os analiticos, expandindo a compreensdo das
questoes bioldgicas e ambientais, por exemplo,
relacionadas a espécies metalicas. As Figuras 1
e 2 ilustram a producdo cientifica relacionada
a metalémica e sua distribuicdo nas diferentes
areas da ciéncia, respectivamente, e na Tabela
1 tém-se exemplos de artigos publicados no
periodo de 2008 e 2018 em que as principais
técnicas analiticas sdo empregadas nos estudos
de metalomica.

O levantamento bibliografico foi conduzido
pesquisando pelo topico “Metalomics” no Scopus,
o maior banco de dados de resumos e citacdes
da literatura revisada por pares, e analisando os
resultados pelas areas de pesquisa. Os resultados
de pesquisa, que incluiram artigos, artigos de
revisdo e de congressos, livros e editoriais, foram
filtrados com o periodo de publicacdo entre 2008
e 2018, totalizando um total de 359 documentos,
como mostrado na Figura 1.

A técnica de quantificacdo por ICP-MS é
amplamenteempregadanosestudosmetalomicos,
como mostrado na Tabela 1 e apresenta uma série
de vantagens, como o baixo limite de deteccao,
a calibragdo do equipamento ser direta, ser
multielementar, e ter capacidade de fornecer
informacBes isotdpicas.®® Quando acoplada a
uma técnica apropriada de separacdo, a deteccdo
ganha em termos de especificidade (identificacdo)
e sensibilidade (quantificacdo) de biomoléculas
de baixa e alta massa molecular.t#31:36:37

As  técnicas de separagdo  incluem
cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa

Rev. Virtual Quim. |Vol 12| |No.5| |00-00]|



Silva, B. M. S. et al.

Figura 1. Niumero de artigos relacionados a metal6mica publicados entre 2008 e 2018, com base no
banco de dados Scopus. Fonte: Elaborado pelas autoras (2020)

Figura 2. Producdo cientifica relacionada a metalomica nas diferentes areas da pesquisa entre os anos 2008
e 2018. Levantamento feito com base no banco de dados Scopus. Fonte: Elaborado pelas autoras (2020)

(GC), cromatografia em fluido supercritico
(SFC), eletroforese capilar (EC), cromatografia
de afinidade por metal imobilizado (IMAC),
cromatografia de fase reversa, cromatografia de
exclusdo por tamanho (SEC), eletroforese da zona
capilar (CZE) e eletroforese em gel (GE).53%41
Além disso, o acoplamento HPLC, EC ou GE com
ICP-MS é fundamental para a especiagao elementar,
uma vez que combina o poder separativo da HPLC, EC
ou GE com a sensibilidade da detec¢do do ICP-MS. 3135
Em relacdo aos tipos de acoplamento, a literatura
mostrou que a combinag¢do de GE com métodos de

detecgdo, por exemplo, GE-ICP-MS ablagdo alaser (LA)
(GE-LA-ICP-MS) possibilitaram metodologias baseadas
em gel para obter informacdes mais detalhadas
sobre a composi¢cdo elementar de biomoléculas.
Para a realizacdo da analise metalémica, os principais
procedimentos devem ser realizados, conforme o
fluxograma da Figura 3 abaixo.***®

As principais técnicas utilizadas nos estudos
metalémicos serdo apresentadas e discutidas
abaixo, em virtude do desenvolvimento delas,
foi alcancada grande versatilidade nos métodos
metalométricos.
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Tabela 1. Principais métodos analiticos utilizados na andlise de estudos metalémicos

Metodologia

Publicacao

Referéncia

Técnica de tensiometria baseada em goticulas

Espectrometria de massa de ionizagdo por
nano-eletropulverizagdo em combinagao
com espectrometria de mobilidade i6nica
(IM) (nESI-IM-MS)

Método de ensaio imuno-absorvente ligado
a enzima (ELISA)

Ablagdo a laser (LA)

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada (ICP-MS)

Espectrometria de massa de plasma induti-
vamente acoplada (ICP-MS) e cromatografia
gasosa por tempo de vOo acoplada a espec-
trometria de massas (GC-TOF-MS)

Espectrometria de massa de plasma induti-
vamente acoplada e espectrometria dptica
(ICP-MS and ICP-OES), espectrometria de
absorgdo atdmica e cromatografia idnica

Microextragdo magnética em fase sélida on-line
acoplada a espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada (MSPME-ICP-MS)

Cromatografia de exclusdo por tamanho
acoplada a espectrometria de massa plasma
indutivamente acoplada (SEC-ICP-MS)

Sistemas cromatograficos ortogonais acoplados
a espectrometria de massa de plasma de
acoplamento indutivo equipados com sistemas
de reagdo de polvo (ICP-ORS-MS)

Cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC) com acoplamento on-line por
espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada

Espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada (ICP-MS)

Decomposi¢ao térmica e amalgama
acopladas a absorgdo atémica (TTA-CAAS)

Acoplamento on-line de eletroforese em
gel com espectrometria de massa plasma
indutivamente acoplada (GE-ICP-MS)

Espectrometria Raman

Fluorescéncia

Espectrometria de massa

Aggregation state of metal-based nanomaterials at the
pulmonary surfactant film determines biophysical inhibition

Collision-Induced unfolding of partially metalated
metallothionein-2A: Tracking unfolding reactions of gas-
phase ions

Metallothionein analysis and cell damage levels on
the liver and gill of Barbonymus gonionotus in Brantas
River, Indonesia

Preparation of bionanocompositesand bionanomaterials
from agricultural wastes-

Combined proteomic and metallomic analyses in
Scrobicularia plana clams to assess environmental
pollution of estuarine ecosystems

GC-TOF-MS based metabolomics and ICP-MS based

metallomics of cucumber (Cucumis sativus) fruits

reveal alteration of metabolites profile and biological
pathway disruption induced by nano copper

Quest to identify geochemical risk factors associated with

chronic kidney disease of unknown etiology (CKDu) in an

endemic region of Sri Lanka - a multimedia laboratory
analysis of biological, food, and environmental samples

Chip-based array magnetic solid phase microextraction on-line
coupled with inductively coupled plasma mass spectrometry
for the determination of trace heavy metals in cells

Use of metallomics and metabolomics to assess metal
pollution in Dofiana National Park (SW Spain)

Absolute quantification of superoxide dismutase in
cytosol and mitochondria of mice hepatic cells exposed
to mercury by a novel metallomic approach

Analysis of the biological response of mouse liver (Mus
musculus) exposed to As203 based on integrated —
omics approaches

Metallomics for drug development: Serum protein

bindingandanalysis of ananticancer tris (8-quinolinolato)

gallium(lll) drug using inductively coupled plasma mass
spectrometry

Metallomic study of mercury in fish from Amazon
region - Brazil

On-line coupling of gel electrophoresis and inductively
coupled plasma-mass spectrometry

Raman spectroscopy a promising technique for
investigations of metallothioneins

Fluorescent probes for the structure and function of
metallothionein

Elemental mass spectrometry for quantitative proteomics

Yang et al.2®

Dong ¥

Hayati %

Abdellaoui et al.?*

Gonzdlez-
Dominguez et al.2

Zhao et al.®

Levine et al.%*

Wang et al.®

Garcia-Sevillano
etal.®

Garcia-Sevillano
etal.?

Garcia-Sevillano
etal.?®

Ossipov et al.”®

Moraes et al.*°

Haider et al.**

Torreggiani 32

Maret 3

Sanz-Medel 3
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Figura 3. Procedimentos necessarios para analise metalomica. Fonte: Elaborado pelas autoras (2020)

2. Metodologias Metalomicas

2.1. Métodos cromatograficos

Dentre os métodos de separagdo, destacam-
se as andlises cromatogréficas, principalmente
no que se refere a matrizes complexas, como
fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos
de rios, entre outras. O sucesso dessa técnica
ocorre principalmente na alta resolugdo das
colunas modernas, o que lhe confere eficiéncia
na capacidade de separagdo dos componentes
presentes nas misturas.

Durante a primeira década do século XX, o
russo Mikhail S. Tswett ao conduzir estudos de
separacdo de pigmentos extraidos de plantas
usando solventes e uma coluna cheia de particulas
definiram a cromatografia como um novo método
de separacdo.*® A diversidade dos métodos
cromatograficos permite escolher entre todos, os
mais adequados, para a andlise das espécies de
interesse. Inicialmente, a cromatografia liquida
pode ter abordagens baseadas em retencdo,
adsorcdo, particdo, exclusdo de tamanho, afinidade,
troca i6nica e eluicdo de analitos.>®

Os métodos cromatograficos provaram ser
técnicas indispensdveis para a analise de matrizes
bioldgicas complexas, como soro sanguineo, figado

erim. No estudo de MTs, cromatografia de exclusao
de tamanho (SEC), troca idnica (IE) e até HPLC
bidimensional foram aplicadas com sucesso.>%%3

Nos estudos realizados com mexilhOes
Mytilus galloprovincialis, as isoformas das
metalotioneinas foram separadas por IE-HPLC e a
deteccdo foi realizada com ICP-OES. Para separar
a isoforma do tecido muscular e das branquias,
foi utilizada a extracdo liquida pressurizada.>*>>
Na investigacdo do transporte de zinco entre MTs
e anidrase carbonica, SEC e IE HPLC com ICP-MS
foram usadas para detec¢do.>®

De acordo com as aplicacdes mencionadas,
o LC demonstrou ser uma técnica adequada
para a separacdao de MTs, mas seus altos custos,
bem como a necessidade de uma preparacdo
adequada do operador, acabam atuando como
fatores limitantes de seu amplo uso.””

2.2. Eletroforese capilar

Os primeiros registros de eletroforese datam de
1909, quando Michaelis, em seus experimentos,
percebeu que, ao submeter proteinas a um
campo elétrico, elas se moviam e se separavam
em fracGes diferentes. Mas foi somente em 1937
que Tiselius foi capaz de desenvolver a técnica e
aplica-la a separacdo de proteinas séricas.>®

Apds quase cinco décadas, a eletroforese
capilar (EC) desenvolvida por Lauer e Mc
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Manigill consiste na aplicagdo de uma
corrente eletroosmética em um tubo capilar,
interconectada a dois reservatérios com solucdo
tampdo, em que um representa o anodo e o outro
o catodo. Sob a a¢do da corrente elétrica, ocorre
a interacdo dos ions da solugdo tampao com as
cargas elétricas das proteinas da amostra, o que
causa o movimento delas, dentro do tubo.>®

Esse procedimento promove o fracionamento
de proteinas e origina pequenas micelas no
interior do tubo, que serdo identificadas por um
detector especifico que registrara a localizacdo e a
concentracdo de cada proteina naforma de graficos.
A EC tem uma ampla gama de aplicagdes, variando
desde moléculas pequenas, como aminodcidos,
medicamentos quirais, vitaminas, pesticidas, ions
inorganicos, até os mais volumosos e complexos,
como proteinas e acidos nucléicos.5%

A EC tem sido amplamente utilizada para
a separagdo de proteinas, peptideos e outras
biomoléculas,devidoasuaaltaresolucdoeeficiéncia
na separacdo de espécies quimicas iGnicas com
diferentes razdes carga/massa. A combinagdo de EC
com um detector ICP-MS oferece potencialmente
uma ferramenta de qualidade Unica e permite que
os analitos carregados e neutros sejam separados
em uma Unica batelada.313>60626567

Além disso, tem sido aplicada também na
caracterizagdo fisico-quimica de nanoparticulas,
utilizadas em produtos industriais e de cuidados
pessoais, em termos da mobilidade eletroforética,
distribuicdo  carga-raio, funcionalidade da
superficie, estabilidade coloidal e taxas de
enxerto.b16266

2.3. Cromatografia por exclusao de tamanhos

A cromatografia por exclusdo de tamanho
(SEC) é um conhecido método de separacado,
onde o principal mecanismo de retencdo é o
efeito de exclusao de tamanho. Os componentes
da amostra sao separados de acordo com seu
tamanho e massa molecular e idealmente nao
ha interacdo entre as moléculas e as particulas
da fase estaciondria ou as particulas da fase
movel 6364

A separacdo é governada apenas pela
entropia; a retencdao depende da penetragao
relativa das moléculas da amostra nos poros. A
fase estacionaria de uma coluna SEC é sempre
um meio poroso mecanicamente estavel que
pode ser construido em um suporte rigido como

a silica ou toda a fase estacionaria é feita com
esse material poroso. As moléculas que viajam ao
longo da coluna na fase mdével podem entrar nos
poros se o tamanho do poro for maior que o das
dimensdes da molécula.®'5?

A SEC apresenta uma ampla variedade de
aplicacdes. E, frequentemente, usada como o
primeiro passo de um esquema de purificacdo
para separar moléculas de interesse das que
tém caracteristicas (de tamanho) radicalmente
diferentes. Também pode ser empregada no
fracionamento de substdncias humicas em
diferentes sistemas de cultivo e em diferentes
matrizes, paradeterminar parametros moleculares
como o raio hidrodindmico e a comum massa
molecular, a distribuicdo do peso molecular de
metais nos extratos de biomassa de fungos ou
extrair e separar com sucesso diferentes fracdes
de peso molecular de diferentes matrizes.%7

A cromatografia de exclusdo portamanho também
pode ser acoplada a um espectrometro de massa
com plasma indutivamente acoplado, tornando-
se uma técnica eficiente de deteccdo e especiacdo
de metaloproteinas ou metalobiomoléculas.”
Como pode ser visto no trabalho de Lopes Junior
et al.”” em que buscaram avaliar a influéncia do
cddmio no metabolismo do girassol, os autores
utilizaram a SEC-ICP-MS para detectar a presenca
de metalobiomoléculas nas sementes de girassol e
observaram que esse metal se ligava normalmente a
compostos de massas moleculares de 3 a 70 kDa.

Verola Mataveli et al.”® utilizando um diferente
arranjo de técnicas de deteccdo associada a
cromatografia de exclusdo portamanho procuraram
explorar novas informagdes  metal6micas
relacionadas as sementes de soja transgénicas e
ndo-transgénicas. Por meio da SEC identificaram
e separaram trés diferentes fracGes metdlicas,
posteriormente uma nova separagdo, agora com
uma cromatografia de troca anibnica, foi realizada,
e finalmente as proteinas foram caracterizadas
com um espectrOmetro de massa com ionizagdo
por eletropulveriza¢do (ESI-MS/MS).

As diferencas de métodos de ionizagdo do
espectrometro de massa serdo melhor abordadas
na sec¢ao 2.6 a seguir.

2.4. Eletroforese em gel
A eletroforese em gel é uma técnica de

separacdo usando carga elétrica. E usado para
separar misturas de estruturas de RNA, DNA
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e proteinas de acordo com o tamanho e a
carga molecular, envolve a passagem de uma
corrente através de um gel (por exemplo, agar
ou poliacrilamida) contendo as moléculas de
interesse. Uma importante aplicabilidade desta
técnica é a identificagdo e caracterizacdo de
potenciais biomarcadores, como por exemplo,
proteinas associadas ao mercurio e zinco.”>%

Emfungdodeseutamanhoecarga,as moléculas
vdo se mover através do gel em diferentes direcGes
ou em diferentes velocidades, o que permite que
sejam separadas umas das outras. As moléculas
maiores na amostra se movem mais lentamente
gue as menores, de modo que moléculas de
varios tamanhos moleculares se separam em
faixas distintas no meio de gel. Apds a separacgdo
por eletroforese, as moléculas no gel sdo coradas
com compostos quimicos para torna-los visiveis, o
composto especifico dependendo da natureza do
analito.®?#3

As etapas de analise de expressdo de proteinas,
segundo Vispo (2004),% s3o apresentadas na
Figura 4 abaixo.

O preparo das amostras é uma etapa
fundamental, uma vez que o grande numero
de proteinas e diversidade de matrizes exigem
procedimentos particulares, para que se garanta
a separacdo adequada e obtencdo de uma boa

Silva, B. M. S. et al.

resolucdo.®> Para isto as proteinas precisam
ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e
solubilizadas para que as interagdes moleculares
sejam rompidas, e com isto, se possa certificar
que cada “mancha” presente no gel, represente
de fato, moléculas de uma mesma proteina.?®#

O rompimento das células, para a analise das
proteinas constitui uma etapa critica, tendo em
vista que ao serem retiradas de seus ambientes
naturais, elas ficam expostas a agentes que
podem afetd-las de forma irreversivel. Assim,
se faz imprescindivel, que o rompimento
celular seja realizado ligeiramente e em baixas
temperaturas.®® A quebra celular, pode ser
realizada de duas formas: mecanica (maceracgdo
ou sonicacdo) e quimica (com a utilizacdo de
detergentes), sendo que pode haver acombinacdo
desses métodos, como ocorre quando ha lise
osmotica apds o tratamento enzimatico, ou
quando ha ciclo de gelo-degelo na presenca de
detergentes. ®

Durante a extragdo das proteinas, alguns
compostos devem ser removidos ou inativados,
tendo em vista que algumas espécies podem
atuar como interferentes, e com isto, afetar a
solubilizagdooumesmooprocessoeletroforético.®’
Dentre as possiveis espécies interferentes,
destacam-se as proteases, sais, lipidios, acidos

Figura 4. Representacao esquematica das etapas de andlise de expressao de proteinas. Fonte: Elaborado
pelas autoras (2020)
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nucléicos, polissacarideos, pigmentos fendlicos e/
ou proteinas em abundancia. 8%’

A fim de que se evite a protedlise, isto
é, a deterioracdo de proteinas, o que pode
comprometer a separacgao, sao utilizados inibidores
de protease, como o fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PSMF) e o fluoreto de 4-(2-amino-etil)-
benzenossulfonato (AEBSF).8>% Para impedir a
interferéncia de surfactantes e lipidios, pode-se
precipitar as proteinas com a utilizagdo de solugdo
de sulfato de amdénia em metanol, acetato de
amoénia em metanol seguido de extracdo com
fenol, com acetona pura ou com solugdo de acido
tricloroacético (TCA) em acetona.®

Assim, as proteinas devem ser solubilizadas em
meio adequado, e para isto devem ser utilizados
os componentes do tampdo de acordo com a
necessidade de cada proteina. As solu¢ées-tampao
podem ser compostas por surfactantes, como o
Triton X-100 e CHAPS, agentes redutores, como o
ditiotreitol (DTT) e B- mercaptoetanol, inibidores de
protease, como o PMSF, pepstatina e leupepitina, e
agentes caotrépicos, como a ureia e tioureia.’®

2.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
é um método acessivel, que separa proteinas
pequenas, de variados tamanhos, com a utilizacdo
de enzimas de restricdo. Esta técnica baseia-se na
migracdo de particulas carregadas, submetidas
a um campo elétrico continuo, em pH neutro,
em que a poliacrilamida é usada como meio de
separacdo. A carga recebida por estas particulas
pode resultar da ionizacdo, dissociacdo ou pela
associacdo com outras moléculas carregadas.
Pode ser empregada em sistemas unidimensional
(1D) ou bidimensional (2D).387:88

Durante a separacdo das proteinas, devem-
se considerar fatores como massa molar, carga
e conformacdo, pois atuam diretamente na
velocidade de migracdo ao longo da corrida
eletroforética. O sistema de 2D-PAGE tem se
mostrado eficiente, e separa as proteinas em duas
dimensdes: de acordo com a carga (focalizagdo
isoelétrica); e com a massa molar, em condicdo
desnaturante, ou seja, na presenca do detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS). Cada mancha
resultante no gel 2D-PAGE corresponde a um grupo
de espécies proteicas presentes na amostra.®®

Para compreender como ocorre a separagdo
das proteinas por 2D-PAGE, faz-se necessario

esclarecer que na eletroforese com focalizacao
isoelétrica (IEF PAGE) o objetivo é separar as
proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos
(pl), sendo que o pl é o pH no qual a molécula
apresenta carga de rede igual a zero, ou seja, um
gradiente de pH é formado durante a focalizagdo
isoelétrica e as particulas carregadas, sob a
influéncia de um campo elétrico, movem-se
através do gel até atingirem seus pl, quando ndo
mais migraram.8”:°

Na eletroforese em condi¢bes desnaturantes
(SDS PAGE), o surfactante (SDS) atua de modo a
normalizar a carga e a forma das proteinas, de
modo que o elemento de distingao entre elas passa
a ser sua massa molar (MM). Esta normalizacdo
se dd pelo aumento das cargas negativas nas
proteinas, provenientes da transferéncia do SDS
e pela presenca de agentes redutores (DTT), os
quais rompem ligacdes de sulfeto na estrutura
proteica facilitando o acesso do SDS e conferindo
forma similar ao conjunto de proteinas. Portanto,
a 2D-PAGE é a combinac¢do da eletroforese IEF
PAGE e SDS PAGE. %8

A poliacrilamida é formada a partir da
copolimerizacdao entre acrilamida e a N,N”-
metilenobisacrilamida (MBAA), na presenca de
persulfato de amonio e tetrametiletilenodiamina
(TEMED). E quimicamente inerte, transparente,
com estabilidade em uma variedade de valores de
pH, temperatura e forga idnica, caracteristicas que
a tornam um bom gel de separacdo.?®

Lima et al.’® realizaram um estudo da presenca
de alguns metais e nao-metais, ferro, zinco e
calcio, em manchas de proteinas em amostras de
tecido hepatico da tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Para isso as proteinas foram separadas
através da 2D-PAGE e a avaliacdo qualitativa
e quantitativa foi realizada por fluorescéncia
de raios X produzida por radiacdo sincrotron e
espectrometria de absor¢do atbmica com chama.
Com os resultados obtidos concluiram que os
procedimentos de extracdo das proteinas foram
eficientes, com a preservagdo das estruturas
metal-proteina, o que permitiu o posterior
mapeamento do célcio, ferro e zinco.®

De forma semelhante, Braga et al.®° utilizaram
a 2D-PAGE para realizar o fracionamento de
proteinas em amostras de tecido muscular
em espécies de dourada (Brachyplatystoma
rousseauxii). No entanto, a deteccdo da presenca
de merclirio nas manchas das proteinas foi
determinada por espectrometria de absorcao
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atomica em forno de grafite e a caracterizacdo se
deu por espectrometria de massa em tandem por
ionizacdo por electropulverizagdo (ESI-MS/MS).%°

Em estudos ambientais envolvendo os
biomarcadores essa técnica de separagdo é
aplicada sobretudo em tecidos e musculos de
peixes. Moraes et al.” concluiram que o uso de
2D-PAGE o estagio inicial do trabalho foi eficiente
na extracdo de proteinas e na preservagdo da
estrutura metaloproteica, o que possibilitou
a identificacdo de mercdrio em trés pontos
de proteina por meio da espectrometria de
fluorescéncia de raios X.

De forma semelhante, Vieira et al.?°, também
trabalhando com potenciais candidatos a
biomarcadores de exposicdo ao mercurio em
peixes, aplicaram a 2D-PAGE como método de
separacao, obtendo manchas claras e intensas que
facilitaram a analise do metal por espectrometria
de absorcdo atébmica em forno de grafite e a
caracterizacdo de proteinas por ESI-MS/MS, esta
ultima sera abordada nas préximas segées.

2.4.2. Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose (AGE) é um
método empregado na separacdo de moléculas
grandes (acima de 1 milhdo de Da), como por
exemplo as moléculas de DNA e RNA, em que a
acrilamida ndo pode ser utilizada, uma vez que ela
permanece liquida na concentragdo necessaria
para a separacdo apropriada de analitos de alto
peso molecular3®! Além disso, pode também
ser utilizada na caracterizagdo de nano materiais
puros ou de misturas e no rastreamento de
anormalidades proteicas em fluidos bioldgicos,
como soro, urina e liquido cefalorraquidiano.*°%

A agarose é um polissacarideo extraido
das algas marinhas e seu gel consiste de poros
microscépicos que atuam como uma peneira
molecular que separa moléculas com base na
carga, tamanho e forma.** O movimento das
moléculas através desse tipo de gel depende do
tamanho e da carga das particulas separadas,
bem como do tamanho dos poros presentes e
a concentracdao do gel. Comumente se utiliza
concentragbes de 0,8% para separagao de
fragmentos de DNA ou corantes, mas em alguns
estudos porcentagens mais altas, entre 1 a 1,5%
podem ser utilizadas, tal valor varia de acordo
com o tamanho das estruturas que se deseja
separar claramente 31919394
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A separacdo de DNA usando a AGE pode ser
aprimorada utilizando, por exemplo, a técnica
de dopagem com Oxido de grafeno. Li et al.*®
observaram que com o emprego do gel dopado
houve um aumento significativo das distancias
de deslocamento do fragmento de DNA unico e
dos fragmentos de DNA adjacentes o que sugere
gue o grafeno e seus derivados tem um potencial
promissor em técnicas e eletroforese para
separacao e deteccdo de fragmentos de DNA e
outras biomoléculas.*®

2.5. Ablagao por laser

A ablagdo alaser (LA) é um processo no qual um
feixe de laser é focado na superficie de umaamostra
para remover o material da zona irradiada. O
mecanismo de ablagdo é altamente dependente do
material com o qual os fétons estdo interagindo, do
comprimento do pulso e do comprimento de onda
do laser. A ablagdo a laser é ideal para materiais que
nao sdo facilmente evaporados termicamente ou
compdsitos metalicos que possuem constituintes
com propriedades diferentes, pois a estequiometria
é mantida na fase de vapor.%6%®

Foi considerada e wusada para muitas
aplicagdes técnicas, incluindo: produgdo de nano
materiais, como nanotubos de carbono, metais,
ligas e fulerenos, deposicdo de filmes finos
metdlicos e dielétricos, fabricagdo de materiais
supercondutores, soldagem e colagem rotineira
de pegas, além de ser uma técnica utilizada para
a introdugdo de amostras em sistemas de plasma
induzido por micro-ondas. Recentemente, a
ablagdo a laser ganhou popularidade como um
processo de fabricagdo para isolamento de bordas
de células solares.?*1%

2.6. Espectrometria de massa

Um espectrdmetro de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) quando acoplado
a uma técnica apropriada de separagdo e detecgao
se torna um detector seleto e muito sensivel para
identificar e quantificar biomoléculas de baixo
e alto peso molecular. No entanto, as principais
desvantagens dessa técnica sdo as interferéncias
dos ions poliatdmicos formados a partir dos gases
atmosféricos e do argbnio no plasma .3!

A espectrometria de massa pode ter uma
variedade de métodos de ionizagdo, como
ionizagdo por dessorcdo a laser assistida por
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matriz (MALDI), ionizacdo por eletropulverizacdo
(ESI) e, mais recentemente, espectrometria de
massa por ionizagao por nanoeletropulverizagao
em combinagdo com ions mobilidade (nESI-IM-
MS) e forneceu informagGes importantes sobre
identidade e estrutura de metalotioneinas.>”1%*

Entre os aspectos positivos estdao a
capacidade de acoplar-se a varias técnicas de
separagdo, especialmente cromatografia liquida
e eletroforese capilar. O acoplamento também
pode ser realizado em linha (ESI, ICP) ou no
modo offline (MALDI). Dadas as baixas vazdes das
técnicas de separagdo, a deteccdo por EC, ESI e
MALDI sdo quase exclusivas a estas.®’

O desenvolvimento de técnicas de ionizacdo,
como MALDI e ESI, permitiu identificar uma
grande variedade de espécies quimicas, como
proteinas e peptideos, ions em solucdo, complexos
organometdlicos e polimeros, entre outros.
Essas novas formas de ionizacdo potenciaram a
capacidade de deteccao de metais e concentragdes
ao nivel sub-traco e provaram ser adequadas para
a andlise de metaloproteinas e metalotioneinas.

Varios estudos foram realizados com o uso
de MALDI, ESI e ICP. Shen et al.’® e Ngu et al.1%
investigaram metalotioneinas associadas ao Cu e
Cd por ESI-MS, o uso de ICP-MS em combinacao
com a técnica de separagdo mostrou-se eficiente
na andlise de ferramentas das isoformas de
MTs.>*2 Dong et al.® utilizando uma combinagdo
de mobilidade i6nica com nESI-MS, foram capazes
de determinar diretamente as varias conformacGes
gue a populagdo idnica pode apresentar, bem como
as informagdes de tamanho de ions que podem
estar relacionadas a estrutura e conformacao.

A espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada a ablagdo a laser (LA-ICP-
MS) foi estabelecida como uma técnica analitica
multielementar poderosa, sensivel e promissora
para a determina¢do quantitativa de elementos
traco em diferentes tipos de amostras, seja
bioldgica, médica, geoldgica ou materiais de alta
pureza.47,107,108-115

A LA-ICP-MS comeca com um feixe de laser
focado na superficie da amostra para gerar
particulas finas - um processo conhecido como
Ablacdo a Laser. As particulas abladas sdo entdo
transportadas para a fonte de excitagdo secundaria
do instrumento ICP-MS para digestdo e ionizagao
da massa amostrada. Os ions excitados na tocha
de plasma sdo posteriormente introduzidos em

um detector de espectrometro de massa para
andlise elementar e isotdpica.l*>''> Técnicas
analiticas baseadas em ablac¢do a laser oferecem
a capacidade de realizar analises quimicas rapidas
diretamente de amostras sélidas sem uma
complexa preparacdo de amostra.®®

Exemplos de aplicacdo da LA-ICP-MS
associadas com outras técnicas de separacdo
podem ser encontradas na literatura, como por
exemplo, nos estudos de da Silva e Arruda que
relataram a identificacdo de proteinas contendo
selénio em um extrato de folhas de girassol. A
separagao das proteinas foi realizada por 2D-PAGE,
seguida pela deteccdo de selénio por ablacdo a
laser por espectrometria de massa plasmatica
indutivamente acoplada. Os autores concluiram
que tal método se mostrou uma ferramenta util
para a analise de proteinas contendo selénio, além
de permitir a identificacdo desse elemento em um
Unico ponto de proteina apds o fracionamento da
amostra por eletroforese em gel.”

A eletroforese em gel de agarose (AGE)
associada com a LA-ICP-MS tem-se mostrado um
método alternativo de confirmacdo da formacao
de proteinas corona, ou seja, biomoléculas
associadas com nano particulas inorgéanicas, sem
que haja a dissociacdo entre eles.*®

3. Consideragdes Finais

A metalémica é uma 4drea interdisciplinar
que tém crescido nos ultimos anos, devido ao
desenvolvimento e aplicagdo de técnicas como
eletroforese, cromatografia e espectrometria.
Com os trabalhos metaldmicos tém-se obtido uma
integracdo de estudos bioquimicos e inorganicos
com os analiticos, expandindo a compreensao
dos complexos processos que envolvem as
metaloproteinas. E isso foi possivel em razao dos
aprimoramentos das técnicas analiticas utilizadas,
tornando os processos de separagao, isolamento,
quantificacdo e caracterizacdo dos compostos
mais eficientes.
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