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Resumo

A glicosilacdo é uma das modificacdes pds-traducionais mais complexas e abundantes
na natureza. Este tipo de modificagdo tem um papel fundamental na actividade e na sintese
proteica, assim como na sinalizacdo, crescimento e diferenciacdo celular. Padrdes alterados e
glicosilacdo aberrante sdo dois fendmenos profundamente correlacionados com diversas
doengas, incluindo o cancro. Assim, a monitorizacdo e a descoberta de padrdes de glicosilacdo
em fluidos humanos é de enorme importancia para a detecgdo, acompanhamento e

desenvolvimento de novos tratamentos.

Os fluidos humanos sdo extremamente complexos e muitos possiveis biomarcadores
estdo presentes em concentragdes muito baixas (na ordem dos nano aos fentomolar), o que os
torna muito dificeis de encontrar e monitorizar, fazendo com que o enriquecimento seja um
passo fundamental para o seu estudo. Uma das estratégias de enriquecimento mais eficientes
tira partido da capacidade das lectinas se ligarem selectivamente a mono ou oligossacarideos
das glicoproteinas, que, associadas a um suporte de imobilizacdo, permitem a captura e
enriguecimento destes biomarcadores. Assim, é necessario um suporte de imobilizacdo que
permita que a captura seja simples, eficiente e especifica. As nanoparticulas magnéticas (MNP)
vieram, em associacdo com as lectinas, permitir responder a esta demanda, pois promovem
uma interaccdo tridimensional e multivalente das lectinas com as glicoproteinas, aumentando

a especificidade e a eficiéncia da captura.

Neste trabalho, as nanoparticulas magnéticas foram revestidas com trés lectinas com
um largo espectro de captura: Concanavalina A (ConA), wheat germ agglutinin (WGA) e lectina
de Maackia amurensis (MA). Uma nova estratégia, baseada na protecgdo das lectinas pelos
seus agucares de ligacdo especifica antes da ligagdo as MNPs foi proposta para superar a
natureza nao-especifica desta conjuga¢do. Esta nova metodologia permitiu a preservagao da
conformacgdo da lectina, aumentando em 40% e 90% a afinidade da ConA e da MA com as
glicoproteinas, quando comparadas com a sintese das MNPs com lectina ndo-protegida. As
condicbes éptimas de trabalho (temperatura e tempo) e as capacidades maximas de ligacdo

foram determinadas para cada lectina, utilizando a fetuina como referéncia.

A comparagdo com outras estratégias de imobilizacdo foi realizada recorrendo a
Sepharose@ConA. As MNP@ConA demonstraram uma afinidade 5 vezes superior para as
glicoproteinas que a Sepharose@ConA, quando incubadas com ovalbumina e fetuina. As

MNP@Lectinas foram, depois, aplicadas a soro, saliva e urina humana e as proteinas

IX



capturadas digeridas com tripsina e analisadas por nano-HPLC MALDI-TOF/TOF. Esta
metodologia permitiu a identificacdo de 180 proteinas, 90% das quais se encontravam
glicosiladas de acordo com as ferramentas bioinformaticas utilizadas, revelando um nivel
muito baixo de ligacdes inespecificas. Assim, as MNP@Lectinas demonstraram ser uma
ferramenta de elevado valor para estudos glicoprotedmicos, especialmente quando lidamos

com baixas quantidades de glicoproteinas.



Abstract

Glycosylation is one of the most abundant and complex posttranslational modification
in nature. This type of modification has a key role in the activity and protein synthesis, as well
as in signalling, cell growth and differentiation. Altered glycosylation patterns and aberrant
glycosylation are deeply correlated with various diseases, including cancer. Thus, monitoring
and discovery of glycosylation patterns in human fluids is of great importance for the

detection, monitoring and development of new treatments.

Human body fluids are extremely complex and many of these biomarkers are present
in a very low concentration range (nano to fentomolar), which makes them very difficult to
find and monitor, making the enrichment a key step for their study. One of the most effective
strategies to enrich takes advantage of the ability of lectins to bind selectively to
oligosaccharide complexes of the glycoproteins which, linked to a support of immobilization,
allow the capture and enrichment of these biomarkers. The immobilization support must be
simple, efficient and specific. The magnetic nanoparticles (MNP) in association with the lectins,
appeared to address this demand, because they promote a three-dimensional and multivalent

interaction with glycoproteins, increasing the specificity and efficiency of capture.

In this study, the magnetic nanoparticles were coated with three broad-spectrum
lectins: Concanavalin A (Con A), wheat germ agglutinin (WGA) and Maackia amurensis lectin
(MA). A new strategy, based on the protection of lectins with their specific binding sugars
before the coupling with the MNPs was proposed to overcome the non-specific nature of this
combination. This new methodology has enabled the preservation of the conformation of the
lectin, increasing by 40% and 90% the affinity of ConA and MA with the glycoproteins as
compared to the synthesis of MNPs with non-protected lectins. The optimum conditions
(temperature and time) and the maximum binding capacities were determined for each lectin,

using fetuin as a reference.

Comparison with other strategies of immobilization was performed using Sepharose @
ConA. The MNP@ConA showed 5 times higher affinity for glycoproteins than
ConA@Sepharose, when incubated with fetuin and ovalbumin. The MNP@Lectins were, then,
applied to human serum, saliva and urine, and the captured proteins digested with trypsin and
analyzed by nano-HPLC MALDI-TOF/TOF. This methodology allowed the identification of 180

proteins, 90% of which were glycosylated according to the bioinformatic tools used, revealing
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a very low level of non-specific binding. Thus, MNP @ Lectins have shown to be a valuable tool

for glycoproteomic studies, especially when dealing with low quantities of glycoproteins.
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O trabalho realizado neste trabalho de Mestrado deu origem ao
artigo “Synthesis and Optimization of Lectin Functionalized
Nanoprobes for the Selective Recovery of Glycoproteins from
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em 02 Agosto de 2011
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1. Introdugao



1. Introdugao

1.1. Glicosilagdo

A glicosilacdo é uma das modificagcGes pds-traducional mais comum das proteinas,
envolvendo a adi¢do e remocdo de carbohidratos a proteinas e lipidos que acabaram de ser
sintetizados, realizada com o auxilio de um conjunto de enzimas presentes no complexo de
Golgi e no RE (Kornfeld et al., 1985; Gill et al., 2010). Este processo é regulado de diversas
formas (transcripcionalmente, enzimaticamente), e é através do qual os glicanos especificos se
associam podendo, assim, alterar a estabilidade e a funcao das proteinas ou lipidos aos quais
se liguem (Campbell et al., 2005). Os carbohidratos sdo, com grande diferenga, as moléculas
organicas mais abundantes encontradas na natureza, sendo que quase todos os organismos os

sintetizam e metabolizam (Wade, 1999).

A complexa heterogeneidade dos carbohidratos nos sistemas bioldgicos é um
resultado das suas caracteristicas intrinsecas: a capacidade de diferente nimero e tipos de
residuos de acucares formarem ligacdes glicosidicas entre si, as caracteristicas estruturais
destas moléculas, o tipo de ligacdo ao carbono anomérico, a posicdo e a presenca ou auséncia
de ramificacGes (Mody et al., 1995; Gorelik et al., 2001). De forma a demonstrar o aumento
exponencial de complexidade de um dissacarideo composto de dois monossacarideos iguais
(glucose, por exemplo), podemos compara-lo com um dipéptido composto por dois
aminodcidos iguais (por exemplo, glicina). Enquanto o segundo apenas pode produzir um Unico
dipéptido, o primeiro pode formar até onze dissacarideos diferentes (Sharon et al., 1989). Os
glicanos tém a capacidade de codificar uma enorme quantidade de informacdo bioldgica,
sendo que a mesma ndo estd codificada no genoma (Feizi et al., 2003). O que o genoma
codifica sdo as enzimas que actuam sobre os glicanos, como as glicosiltransferases e as
glicosidases. Os niveis de actividade combinada entre estas enzimas no RE, no complexo de
Golgi e, também, na superficie celular, determinam os padrdes de glicosilacdo (ou seja, os
carbohidratos) dos glicolipidos e das glicoproteinas (Sharon et al., 1980; Opdenakker et al.,
1993; Zheng et al., 1993). O resumo da forma como é regulada a expressao dos glicanos pode

ser encontrada na figura 1.
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Figura 1. Representagdo dos multiplos mecanismos que podem alterar a expressao, a estrutura e a actividade
da glicosiltransferase e da glicosidase dentro da célula, e assim, regular a formagdo de glicanos. Estes
mecanismos incluem: o controlo da transcrigdo do gene da glicosidase e da glicosiltransferase (1); sintese e
transporte dos dadores de nucledtidos de agucar para o RE e o complexo de Golgi (transportadores ndo
ilustrados) (2); modelagdo da estrutura enzimatica por fosforilagdo (3); quantidades relativas das enzimas
que competem pelo mesmo substracto (4); tréfico intracelular das enzimas e acesso condicionado aos
substractos (5); protedlise no limen do complexo de Golgi, resultando na secregdo dos seus dominios
catalicos (6) turnover dos glicanos na superficie celular por endocitose, coincidente com o aumento
da expressdo de outros glicanos (7). Adaptado de Ohtsubo et al., 2006.

A variabilidade estrutural e a complexidade dos glicanos a superficie celular permitem
que estes funcionem como moléculas de sinalizagdo, reconhecimento e adesdo (Sharon et al.,
1993; Ofek et al., 2003). Assim os glicanos a superficie da célula estdo envolvidos em diversas
fungdes fisioldgicas vitais que incluem o normal desenvolvimento embrionario, diferenciagao,
crescimento, inibicdo por contacto, reconhecimento célula a célula, sinalizagdo celular,
interacgdo agente patogénico-hospedeiro, resposta imunitaria, metastiza¢do, localizacdo e
tréfico intracelular, taxa de degradacdo e rigidez da membrana celular (Blomme et al, 2009;

Mukhopadhyay et al., 2009; Ohtsubo et al., 2006, Haltiwanger, 2004; Kulkarni, 2010).

As alteragGes nos padroes de glicosilagdo estdo correlacionadas com diferentes

doencgas no ser humano como é o caso do cancro (Reis et al., 2010), Doengas de Alzheimer e



Parkinson (Hwang et al., 2010) e doencas auto-imunes, como o lupus eritematoso (Chui et al.,

2001).

Em contraste com a glicosilacdo, existe um outro fendmeno de adicio de
carbohidratos chamado glicacdo. Este refere-se a ligacao covalente de sacarideos (como, por
exemplo, a glucose) a proteinas por um processo ndo mediado por enzimas e irreversivel. A
ocorréncia aumentada deste fendmeno esta ligada a diabetes, cataratas, doenca de Alzheimer,
arterioesclerose e doenca de Parkinson (Ghazarian et al., 2011). Também esta descrita a sua

ligacdo aos mecanismos de envelhecimento (Suji et al., 2004).

A glicosilagdo produz diferentes tipos de glicanos, que podem estar ligados a proteinas
ou a lipidos. No caso deste trabalho interessam, especialmente, os glicanos ligados a proteinas.
As glicoproteinas podem ser, essencialmente, de trés tipos: O-glicoproteinas, N-glicoproteinas
e os glicosaminoglicanos (também denominados proteoglicanos). Estes ultimos sdo compostos
por grandes residuos de carbohidratos ligados a serinas e treoninas, sdo lineares, produzidos
por vias de sintetiza¢do diferentes e, muitas vezes, altamente sulfatados (Esko et al., 2002). A
sua funcdo difere ligeiramente da das glicoproteinas, como a lubrificacdo de superficies (na
retina, por exemplo), deformabilidade dos tecidos (cartilagens) e suporte a proliferacdo
celular, entre outros (Gandhi et al., 2008). Para o trabalho desenvolvido, e devido ao seu papel
fundamental no reconhecimento intercelular e da importancia da sua expressdo alterada em
distintas doencgas, como o cancro (Tuccillo et al., 2014), este trabalho centrou-se na pesquisa

de O- e N-glicoproteinas.

1.1.1. N-glicosilagdo

A N-glicosilagdo é uma das mais comuns e proeminentes modificagdes pods-
transcricionais em proteinas (Woods et al., 1994; Liu et al., 2002). Este tipo de modificagdo
estd envolvido em diversos processos biolégicos e tem um papel de vital importancia no

desenvolvimento de seres multicelulares complexos (Varki et al., 2009).

A N-glicosilagdo consiste na ligagdo de um residuo de GIcNAc ao lado amina da cadeia
lateral do aminoacido asparagina (ligacdo N) em configuracdo B. Os residuos de asparagina
com carbohidratos N-ligados apresentam a sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr-, onde o Xaa pode ser
qualquer aminoacido excepto a prolina (Gorelik et al., 2001). Outra das formas pela qual se
pode dar a N-glicosilacdo em células eucaridticas é pela adi¢cdo de Glc ao residuo de asparagina

e também, pela adicdo de Glc a uma arginina em configuragdo B (Spiro, 2002).



Este tipo de glicosilacdo inicia-se, em células eucaridticas, pela adi¢cdo covalente de um
percursor oligossacarideo comum com uma cadeia de catorze carbohidratos (2 N-
acetilglucosamina, 9 manoses e 3 glucoses) ao aminodcido asparagina na proteina-alvo. Este
processo ¢ mediado pelo dolicol-fosfato, que transporte e sustenta a cadeia de
oligossacarideos, que irdo, depois, ser transferidos com a ajuda da enzima oligosacaril
transferase (Zielinska et al., 2012) para o residuo de asparagina da cadeia polipeptidica em
sintese no RE (Chojnacki et al.,, 1988). A glicosilacdo N-ligada é essencial, em algumas
proteinas, para o seu correcto folding no RE. Depois do folding ser bem-sucedido, os trés
residuos de glucose do percussor oligossacarideo sao retirados e a glicoproteina segue, depois,
para o complexo de Golgi. Neste, o processamento da N-glicoproteina continua, podendo os
residuos de manose ser removidos e outros monossacarideos (como a GlcNAc, a GalNAc, a
galactose, a fucose e os acidos sialicos, caso do Neu5Ac) adicionados. Todos estes processos de
maturacdo sdo coordenados por diferentes enzimas. Esta maturacdo no complexo de Golgi
dara origem as trés principais classes de oligossacarideos N-ligados: oligossacarideos ricos em

manoses, oligossacarideos complexos e oligossacarideos hibridos (figura 3) (Zielinska et al.,

2012).

B N-Acetilglicosamina
@ Manose (Man)
A Fucose (Fuc)

B O Galactose
Asn Asn @ Acido N-acetilneuraminico
(Neu5Ac)
Rico em Manose Complexo Hibrido

Figura 2. Principais tipos de N-glicanos. As representagées sdo do aspecto maturado das N-
glicoproteinas. De realgar que todos os N-glicanos partilham o tronco comum de ManaGIcNAczAsn.

Adaptado de Varki et al., 2009.

De acrescentar que diferentes porcées de uma mesma N-glicoproteina podem ser

glicosilados por diferentes classes de N-glicanos (Ghazarian et al., 2011).



1.1.2. O-glicosilag¢do

A O-glicosilacao é, tal como a N-glicosilagdo, um dos tipos de glicosilagdo mais
proeminentes e frequentes em mamiferos (Julenius et al., 2005). Este tipo de glicosilacdo
acontece, quando a GalNAc é ligada em a-1 ao grupo hidroxilo de um residuo de serina ou
treonina (Carraway et al., 1991). Estdo, também, descritos outros tipos de O-glicosilacdo em
células eucaridticas, que envolvem diversos carbohidratos diferentes (Glc, GIcNAc, GalNAc,
Fuc, Man, Xyl, Ara), ligados de formas distintas (a, B), a diversos residuos de aminoacidos (Ser,

Thr, Hyl, Hyp, Tyr), que ocorrem com menos frequéncia (Spiro, 2002) (Figura 3).

Ligados a Ser/Thr
Ligados a GalNAc (O-ligados)

B3 @ B3
Ser/Thr Ser/Thr
[ A

Ligados a Manose Ligados a Fucose Ligados a Glucose 0O-GIcNAc
Ser/Thr f'f-*of’ Ser/Thr 7A_.4O*’ Ser/Thr i\\( Ser/Thr — i

B N-acetilglicosamina ﬁk Xilose

. N-acetilgalactosamina . Manose

@ Glicose A Fucose

© calactose ‘ Ac. Sidlico

Figura 3. Principais tipos de O-glicanos. As representagdes sdo do aspecto maturado das O-
glicoproteinas. Adaptado de Kim et al., 2011.

A glicosilagdo tipo mucina (como também é conhecida a adicdo da GalNAc ao grupo
hidroxilo da Ser/Thr), é a O-glicosilacdo mais frequente nas células eucaridticas. As mucinas
tém um alto conteddo de carbohidratos (cerca de 50% do seu peso) e sdo o principal
componente do muco que protege e reveste as superficies epiteliais da desidratacdo, danos
mecanicos, das proteases e dos organismos patogénicos (Strous et al., 1992). A parte proteica
da mucina contém um grande numero de locais de O-ligacdo para os oligossacarideos, com
diversos dominios ricos em Ser, Thr e Pro, sendo, assim, este tipo de glicosilagdo muito
frequente nestas proteinas (Coltart et al., 2002). Foi comprovado que, para além das mucinas,
este tipo de glicosilagdo também acontece em outras proteinas, como na fetuina, nas

gonadotropinas humanas e na glicoforina (Spiro, 1973; Sadler, 1984).

A biossintese de proteinas glicosiladas tipo mucina ocorre no RE rugoso e no complexo

de Golgi, depois da N-glicosilagdo, folding e oligomerizacdo (Asker et al., 1995; Peters et al.,



1989). Em oposi¢cdo ao que acontece na N-glicosilagdo, em que os oligossacarideos ricos em
manose sdo transferidos em bloco (Chojnacki et al., 1988), a O-glicosilacdo é um processo que
decorre passo-a-passo, com a adicdo de um monossacarideo de cada vez (Julenius et al.,
2004). Depois da adicdo da GalNAc, a elongacdo da cadeia de oligossacarideos O-ligados
continua pela adicao de outros carbohidratos, como a galactose, fucose, GIcNAc e os dacidos
sidlicos (como o Neu5Ac) (Schachter et al.,, 1992). A adicdo da GalNAc aos residuos de
serina/treonina é o que controla a especificidade do local de glicosilacdo, sendo que este
processo é mediado por, pelo menos, 14  UDP-GalNac:polipéptido  N-

acetilgalactosaminiltransferases diferentes (Wang et al., 2003).

Outra das ligagdes O-glicosidicas de elevada importancia em células eucaridticas é a
GIcNAc-B-Ser/Thr. Este tipo de ligacdo distingue-se de todas as restantes pelas proteinas em
que ocorre (fundamentalmente em proteinas nucleares e do citoesqueleto), sendo a primeira
glicosilacdo a ser descoberta fora do sistema secretor (Hart, 1997). Foi demonstrado que esta
O-glicosilagdo tem uma enorme importancia na modula¢do das actividades das proteinas por
diferentes vias: modificacdo da actividade proteica por fosforilagdo, regulacdo das interaccGes
proteina-proteina, regulacdo da degradacdo proteica, localizagdo proteica e regulagdo da
transcricdo (Hanover, 2001; Zachara et al., 2006; Hart et al., 2007). Em diversos estudos de
mapeamento de locais de glicosilacdo, os locais de ligacdo da O-GIcNAc mostraram ser os
mesmos que os da O-fosforilagdo (Zachara et al., 2006; Hart et al., 2007). Estes dados sugerem
que a O-fosforilagdo e a O-GlcNAc modificam as proteinas competindo pelos mesmos residuos
de Ser/Thr. Assim, ocupando os residuos de Ser/Thr utilizados na fosforilacdo, a O-GIcNAc

regula a fungdo da proteina por alteragdo nos padrdes de fosforilagdo (Zachara et al., 2006).

Assim, em resumo, podemos afirmar que as glicoproteinas estdo envolvidas em
diversos processos celulares de importancia vital e que esses processos sdo de enorme
complexidade e de dificil andlise no ambiente celular. Também se pode afirmar que a
expressao glicoproteica alterada esta correlacionada com diferentes doengas em seres
humanos (Narimatsu et al., 2010; Amon et al. 2014). Assim, e de forma a estudar as alteragées
na expressdo de glicoproteinas e as glicosilagdes aberrantes que ocorrem, existem diversos
estudos que procuram definir os perfis glicomicos em seres humanos. Para isso, diversos
fluidos foram alvos de estudo na busca de glicoproteinas. Sdo o caso do soro (Zeng et al., 2010;
Yang et al., 2005), plasma (Yang et al., 2005), fluido cerebro-espinal (Hwang et al., 2009), urina
(Moon et al., 2008) e saliva (Plzak et al., 2005). Estes estudos, no futuro, irdo permitir uma
deteccdo mais precoce das doencas, uma monitorizacdo mais eficaz das mesmas e,

possivelmente, novos alvos para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas.



Devido a enorme complexidade do proteoma dos fluidos, que é dominado por algumas
proteinas muito abudantes que somam 99% do total, e que muitos dos potenciais
biomarcadores para as doencas se encontram em quantidades muito baixas nestes fluidos tao
complexos, é necessdrio o uso de ferramentas para o enriquecimento de glicoproteinas
(Anderson et al., 2002). Uma das estratégias mais eficientes para a captura e enriquecimento
de glicoproteinas aproveita a capacidade das lectinas para se ligarem aos glicanos das

glicoproteinas e fazer recuperacao selectiva das mesmas.

1.2. Lectinas

As lectinas sdo definidas como proteinas que reconhecem e se ligam,
preferencialmente, a estruturas glicosiladas (mono ou oligossacarideos) (Bies et al., 2004;
Minko, 2004). O termo lectina deriva da palavra latina legere, que significa “escolher” ou
“seleccionar”, e generalizou-se para definir todas as aglutininas ndo-imunes especificas para
carbohidratos, independentemente da sua origem (Sharon et al.,, 2004). A interac¢do das
lectinas com os seus ligandos pode ser tdo especifica quanto a interac¢do entre antigénio-

anticorpo ou enzima-substracto (Minko, 2004).

Este tipo de proteinas ndo se liga apenas a oligossacarideos nas células, mas também a
glicanos livres, incluindo monossacarideos. Contudo as interac¢bes lectina-monossacarideo
sdo relativamente fracas, com constantes de dissocia¢do a variarem na ordem dos micromolar

aos milimolar (Bouckaert et al., 2005; Rabinovich et al., 2007).

As lectinas foram inicialmente descobertas e descritas em plantas e, nos anos
subsequentes, descritas em microorganismos e animais (Sharon et al., 2004). De realcar que as
lectinas em animais e plantas ndo tém qualquer homologia na sua estrutura primdria, contudo
demonstram preferéncias similares na ligagdo a carbohidratos. Isto sugere que possamos estar
na presenca de um caso de evolugdo paralela, que demonstra a grande importancia das

lectinas nos sistemas vivos (Gorelik et al., 2001).

Nos ultimos anos a estrutura das lectinas foi sendo elucidada, principalmente as suas
estruturas primarias e terciarias. Foi observado que lectinas de fontes distintas, apesar de
apresentarem estruturas primarias diferentes, partilhavam diversas semelhancas nas suas
estruturas terciarias (Sharon et al., 2004). Estudos estruturais conduzidos em lectinas animais
sugerem que o local de ligagcdo dos carbohidratos era um limitado grupo de aminodcidos na

lectina denominado dominio de reconhecimento dos carbohidratos (CRD) (Sharon et al., 2004).
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Os CRD reconhecem os terminais ndo-reduzidos dos residuos de carbohidratos das
glicoproteinas e glicolipidos da membrana celular (Mody et al., 1995). Os CRDs das lectinas
podem, também, distinguir entre isémeros anoméricos, tdo grande é a sua especificidade. Por
exemplo, a ConA é capaz de se ligar especificamente aos a-andmeros da glicose e da manose,
mas ndo aos seus B-andmeros (Mody et al., 1995). Devido as suas diferencas em relacdo aos
CRD entre lectinas, estas foram agrupadas em familias, onde dentro das mesmas os motivos

de aminoacidos pertencentes ao CRD se encontram mais conservados (Sharon et al., 2004).

1.2.1. Familias de Lectinas

Existem, tanto dentro das lectinas animais como nas lectinas de plantas, uma grande
guantidade de familias, que diferem entre si nos CRD, nos carbohidratos que reconhecem

especificamente e na forma como estd organizada a sua estrutura.

Dentro das lectinas animais estdo descritas, até ao momento, 13 familias de lectinas. A

funcdo e dominios reconhecidos por cada uma delas podem ser encontrados na Tabela 1.



Tabela 1. Resumo do dominio de agucares reconhecido e fungdes das diversas familias de lectinas animais.

Familia Dominio Fungdo Celular Referéncia

Tipo M Mang Degradagdo de glicoproteinas no RE. Braakman, 2001

Sorting proteico pds-Golgi, trafico

Man 6-fosfato, glicoproteico, degradagdo de
Tipo P Cruciat et al., 2006
outros glicoproteinas no RE., sinalizagdo
enzimatica.

Ligagdo cruzada de glicanos na matrix
Galectinas B-galactosidases Cooper et al., 1999
extracelular.

Sinalizagdo enzimatica, controlo das
Tipo R Varios Hassan et al., 2000
hormonas glicoproteicas.

Ficolinas GlcNAc, GalNAc Imunidade inata. Renetal., 2014

Oligossacarideos

Tipo F (Fucolectinas) terminados em Imunidade inata. Honda et al., 2000

No caso do trabalho desenvolvido nesta tese, foram utilizadas outro tipo de lectinas:

lectinas isoladas em plantas. Este facto deveu-se, fundamentalmente, a facilidade com que sdo
isoladas e, por isso, tém um custo mais baixo que as lectinas animais (Peumans et al., 1998).

No caso das lectinas de plantas estdo identificadas 7 familias (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo do dominio de aglcares reconhecido e fungdes das diversas familias de lectinas de plantas.

Familia Dominio Principais FungGes Referéncia

Fixacdo do azoto por simbiose com
Lectinas de Legumes Varios Diaz et al., 1989
as bactérias Rhizobium.

Lectinas ligantes da Fungicida e insecticida
GlcNAc Raikhel et al., 1993
quitina (antinutriente).
Gal, GalNAc ou Fungicida e insecticida por inibigdo
RIP tipo 2 Mak et al., 2007
Neu5Aca(2,6)Gal/GalNAc da sintese proteica.
Lectinas do floema da Recuperacgdo de ferimentos e
(GIcNAC), Dinant et al., 2003
Cucurbitaceae irradiacdo, defesa contra pestes.

Defesa em resposta a stresses

Relacionadas com a Gal bidticos e abidticos,

Babosha A.V., 2008

Jacalina Manose/Maltose armazenamento intracelular e
desenvolvimento da planta.
Insecticida, aglutinador de
Amarantinas GalNAc Wu et al., 2006
antigénios-T.
Relacionadas com a GNA Manose Actividade anti-viral e fungicida. Wu et al., 2013

Como foi anteriormente referido, a escolha das lectinas recaiu nas ultimas sobretudo
pela facilidade de obtencdo e isolamento das mesmas. Especificamente foram usadas duas
lectinas de legumes (ConA e MA) e uma lectina ligante da quitina (WGA). Estas trés lectinas
foram seleccionadas de forma a abranger diferentes motivos de agucares. A ConA abrange um
espectro bastante largo de glicoproteinas, dado que se liga a residuos de manose e glicose com
grupos hidroxilo livres em C3, C4 e C6 (Alvarez-Manilla et al., 2010), a MA a residuos de acidos
sidlicos em ligacdo a(2,3) (Azuma et al., 2000) e a WGA a residuos de GIcNAc (Natsuka et al.,
2005). O esquema tridimensional das lectinas utilizadas e um dos seus agucares-alvo estd
representado na figura 4. Estas lectinas sao isoladas de diferentes plantas: a ConA é isolada de
Canavalia ensiformes (Jack Bean, Feijao-de-Porco), a WGA de Triticum vulgaris (Wheat, Trigo) e

a MA de Maackia amurensis (Amur Maackia).

A grande variedade de agulcares que podem capturar, a obtenc¢do e isolamento a baixo
custo, a facilidade com que se podem manusear e os locais ondem podem ser aplicadas
(modificagdo transgénica de plantagdes com lectinas, por exemplo) fazem com que estas
proteinas sejam, neste momento, largamente utilizadas como ferramentas biotecnolégicas em

larga escala (Peumans et al., 1998).
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Figura 4. Representacdo tridimensional das lectinas ConA (A) (Sharon et al., 2004), WGA (B) (Kubik et
al., 2012) e MA (C) (Imberty et al., 2000). Debaixo de cada uma delas podemos observar um exemplo
de cada um dos seus agucares-alvo: metil-a-D-manopiranosida (A1), GIcNAc (B1) e 3-sialilactose (C1).

1.2.2. Aplicagdes Biotecnoldgicas

As lectinas sdo um dos grupos de proteinas mais versateis e com maior capacidade de
aplicacdo na investigacdo. O seu potencial de aplicagdes vai desde a sua aplicagdo como
ferramenta para quantificar e detectar glicoproteinas, passando pelo uso de tecnologia de
recombinacdo de ADN para aumentar a sua disponibilidade e melhorar as suas propriedades,
até ao uso em plantas transgénicas, para melhorar a sua qualidade e resisténcia a pragas

(Peumans et al., 1998).

No caso da investigacdo, as lectinas podem ser utilizadas de duas formas: como
ferramentas ou como proteinas bioactivadoras. Aplicadas como proteinas bioactivadoras, as
lectinas podem ser Uteis na activacdo de linfécitos recorrendo a lectinas mitogénicas e na
inducdo da sintese de proteinas especificas como enzimas, citocinas e interleucinas (Kilpatrick,
1991). Como ferramentas, as lectinas sdo utilizadas para deteccdo, isolamento e caracterizacdo
de glicoconjugados (tal como foram utilizadas neste trabalho), devido a sua alta especificidade
para determinados motivos de agucar (Cummings, 2008). Podem, também, ser utilizadas para
a aglutinagdo de glicoproteinas presentes em grandes quantidades em determinados fluidos
(albumina, IgG, mucinas) para permitir a identificagdo de proteinas menos abundantes (Kullolli

et al., 2008).

Como ferramenta médica, as lectinas podem ser utilizadas para diagndstico e

tratamento. No caso do diagndstico estas sdo utilizadas em testes de determinagao do grupo
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sanguineo, na procura de glicosilacdo aberrante em glicoproteinas, marcacdo histoquimica de
carbohidratos e na estimulacdo da producdo de linfécitos para andlise cromossdmica, entre
outros (Naeem et al., 2007). No caso da aplicacdo terapéutica, acontece fundamentalmente no
tratamento de cancro como imunotoxinas e na imunomodula¢do (como indutores

imunoldgicos) (Pusztai et al., 2008).

Na agricultura, as propriedades das lectinas tém sido utilizadas como uma arma de
defesa contra pragas de insectos, fungos e virus em plantas modificadas geneticamente para a
producado de lectinas. As propriedades de aglutinacdo do ARN das lectinas da familia RIP tipo 2
sdo de grande utilidade no combate de virus (Broekaert et al.,, 1986), as ligantes a quitina
demonstraram grande efectividade no combate a pragas fungicas (Kasprzewska A., 2003) e
algumas lectinas de leguminosas, como é o caso da fitohemaglutinina (PHA), demonstraram
eficacia na protec¢do das plantagdes contra animais maiores, dado que, quando comida em
cru, provoca vomitos e diarreias (Nasi et al., 2009) e contra insectos (Spawka et al., 2011). As
lectinas relacionadas com a GNA também demonstraram enorme actividade contra pragas de

insectos (Zhou et al., 1998).

No caso especifico deste trabalho, as lectinas foram utilizadas de forma a capturar e
isolar glicoconjugados e, mais concretamente, as glicoproteinas de diferentes fluidos humanos.
Para que a captura seja bem-sucedida, as lectinas sdo, normalmente, associadas com
diferentes suportes solidos (como a agarose, silica, ou Sepharose) (Monzo et al., 2007), colunas
monoliticas (Feng et al., 2009) e, mais recentemente, nanoparticulas magnéticas, as quais
facilitam a recuperacdo das proteinas e aumentam a sensibilidade do método (Madera et al.,

2008).

1.3. Estratégias de Imobilizagdo em Nanoplataformas

Nos ultimos anos houve esforgos continuados no sentido do desenvolvimento de
estratégias de enriquecimento e separacao de glicopéptidos e glicoproteinas de forma a
facilitar e melhorar a analise da glicosilagdo em matrizes complexas (Thaysen-Andersen et al.,
2013). Em diferentes areas de investiga¢do existem diferentes formas de abordar a captura e
enriquecimento de glicoproteinas, sendo que este enriquecimento poderd utilizar diferentes

métodos baseados ou ndo nas lectinas (Huang et al., 2014).

Existem diversos métodos que ndo utilizam as lectinas como meio de captura e se

apoiam em outras propriedades inerentes aos glicanos para os imobilizar. Destacam-se: os
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baseados em interaccGes hidrofilicas, que fazem uso de um zwitterido (composto quimico
electricamente neutro mas que possui cargas opostas em diferentes atomos, formando um
“sal interno”) para aumentar as diferencas hidrofilicas entre os glicopéptidos e os péptidos ndo
glicosilados (Mysling et al., 2010); os que utilizam a afinidade entre os glicopéptidos e os
acidos bordnicos (estes sdo capazes de formar ligacGes covalentes com os grupos 1-2 e 1-3 cis-
diol para formar ésteres ciclicos estaveis em pHs elevados, revertendo a reaccdo em meios
acidos), sendo que esta técnica apenas pode ser utilizada em glicopéptidos com sacarideos
(glicose, manose, galactose) (Hsiao et al., 2011); e os que se baseiam na capacidade de criagdo
de ligacbes hidrazona pela hidrazida (depois de os glicopéptidos terem sido oxidados com
periodato de sédio para gerar aldeidos) e libertagdo dos mesmos com PNGase F (no caso dos
O-glicopéptidos usa-se uma hidrélise acida) (Chen et al., 2011). Outras técnicas utilizadas
baseiam-se na cromatografia por TiO,, troca anidnica, carbono mesoporoso, polimeros de
“micela reversa”, sacarideos “click” (reac¢do de cicloadi¢gdo de azidas a alcinos catalizadas pelo

Cu(l)) e funcionaliza¢do de éxido de grafeno com acido 1-pirenobutirico (Huang et al., 2014).

Estas técnicas podem ser utilizadas isoladas ou combinadas entre si e apresentam
algumas vantagens (como aumento do leque de glicanos que podem capturar), mas também
aumentam em grande escala a complexidade do protocolo quando comparadas com as
estratégias de imobilizacdo que se baseiam nas lectinas para a captura de glicanos. Assim,
devido a fiabilidade, sensibilidade e simplicidade de procedimentos, a captura com recurso a

lectinas foi a escolhida para a realizagdao deste trabalho.

Actualmente existem diversos substratos que podem ser utilizados para a imobilizagdo
de lectinas (Reichelt et al., 2012). A imobilizacdo das lectinas nos suportes fisicos pode ocorrer
por adsorgdo fisica, ligacdo quimica ou através de interac¢des por afinidade (Ongay et al.,,
2012). Durante a imobilizagdo das lectinas num material de suporte, uma nova superficie é
gerada, que combina as caracteristicas fisicas e quimicas das lectinas e do suporte
imobilizador. ldealmente, as superficies de imobilizagdo devem apresentar um caracter
hidrofilico (livres de locais de liga¢do hidrofébicos) de forma a minimizar as interac¢Ges ndo-
especificas com as proteinas e, também, para aumentar a sua estabilidade (Tozzi et al., 2003).
Outra consideracdo que se deve ter aquando da imobilizacdo, é o tipo de cross-linker que se
deve utilizar para imobilizar as lectinas a superficie da fase estacionaria. Os cross-linkers ideais
deverdo permitir a imobilizacdo das lectinas para que estas se comportem de uma forma
similar ao que se comportariam na natureza (i.e., reconhecer e ligar-se aos glicanos de

interesse sem que ocorram impedimentos estéricos) (Narayanan et al., 1990).
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As técnicas utilizadas para a imobilizacdo de lectinas podem ser de dois tipos

principais: ndo-covalentes e covalentes (Monzo et al., 2007).

A técnica ndo-covalente mais largamente utilizada tira partido das interaccGes
hidrofdbicas das lectinas com a polimixina B (um decapeptideo). Este tipo de técnica tem a
desvantagem que as interac¢des hidrofébicas poderdo, também, ocorrer com os glicanos de
interesse e impedir a sua captura pela glicoproteina (Masarova et al., 2004). A grande
vantagem deste tipo de técnica é que, no final, as lectinas podem ser recuperadas pela quebra

da ligacdo ndo-covalente (Masarova et al., 2004).

No caso das técnicas covalentes, estas sdo mais amplamente usadas que as anteriores,
pois conferem uma maior estabilidade a ligacdo entre a lectina e o suporte de imobilizacao
(Helholz et al., 2003). O interesse da comunidade cientifica nas estratégias de imobilizacdo
covalente cresce a cada dia, e diferentes imobilizadores sdo testados de forma a obter
interaccOes cada vez mais estaveis (Monzo et al., 2007). Os suportes de imobilizacdo com as
caracteristicas ideais para serem utilizados em ligacdo covalente as lectinas sdo varios, dentro
dos quais se destacam a agarose, a silica, a celulose e outros polimeros (como a Sepharose e as
colunas monoliticas) (Monzo et al., 2007). A maioria destes suportes fisicos sdo utilizados para
LAC ou para outro tipo de cromatografias (LAC em série, MLAC e colunas monoliticas de
afinidade com lectinas) e para electroforese, que sdo procedimentos mais demorados, exigem
uma maior preparacao do material bioldgico para a sua andlise e estdo sujeitos a uma maior
quantidade de interacgOes ndo-especificas em matrizes complexas, como é o caso dos fluidos
humanos (Huang et al., 2014). Estas interac¢Ges ndo-especificas sdo particularmente influentes
na presenca de proteinas muito abundantes e diminuem a especificidade e a sensibilidade da

técnica de imobilizagdo (Tang et al., 2004).

Neste contexto, os grandes avangos na nanotecnologia levaram ao desenvolvimento
das nanoparticulas magnéticas (MNPs) que, com a associacdo a caudas funcionais, tém
diversas aplicacGes bioldgicas e biomédicas (Aguilar-Arteaga et al., 2001). Algumas das suas
aplicagGes sdo: o uso das MNPs para a melhoria do contraste em MRI (Kim et al., 2003), para
provocar hipertermia e eliminar células cancerigenas (Jordan et al., 2001), para entrega de
medicacdo especificamente em células malignas (Lubbe et al., 2001), para separagdo
magnética (Madera et al., 2008) e para o estudo celular com marcadores magnéticos (Moller
et al., 2003). Em particular, a associagdo com moléculas bioldgicas tem demonstrado uma
superior capacidade de separagdo quando comparada com outras plataformas

microdimensionais (Gijs M.A.M., 2004). As principais vantagens da utilizagdo de nanoparticulas
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suspensas em lugar dos ensaios em superficies sdo a possibilidade de utilizar quantidades
diminutas de amostra, a diminuicdao dos tempos de incubacdo necessarios, a melhor difusao
dos suportes de imobilizacdo na amostra e uma maior area de superficie de captura em
relacdo ao volume de amostra. Se adicionarmos a estas vantagens o facto de se utilizar
nanoparticulas magnéticas, podemos acrescentar a facilidade da separacao destas da amostra,
e assim isolar os glicanos de interesse recorrendo ao uso de um campo magnético e

removendo o sobrenadante (Gijs M.A.M., 2004).

No caso deste trabalho, e pelas vantagens apresentadas anteriormente, o tipo de
suporte de imobilizacdo utilizado foram as nanoparticulas associadas a lectinas. A estrutura
das nanoparticulas pode diferir em vdrios aspectos. Todas utilizam particulas magnéticas
(Fe;04 ou y-Fe,03) podendo estas ser utilizadas como nucleo ou como revestimento de um

nucleo ndo-magnético (Figura 5).

(a) (b)

(d) (e)

O Particulas Magnéticas

Matriz Porosa Nao-Magnética

Figura 5. Diferentes tipos de estruturas de nanoparticulas magnéticas: a) nucleo-revestimento, b)
multi-nucleo, c) e d) esfera a esfera e e) em escova. Adaptado de Aguilar-Arteaga et al., 2010.

Estes nucleos magnéticos podem ser isolados de bactérias magnéticas nos sedimentos
marinhos (Matsunaga et al., 2007), ou coprecipitados partindo de sais metalicos (Wei et al.,
2008). O resultado da coprecipitagdo tera, depois, de ser revestido por silica, polimeros
organicos ou outros oxidos metdlicos (Wikstrom et al., 1987). Este revestimento vai permitir,
numa segunda fase, a funcionalizagdo do revestimento com o material de captura de interesse
(ex: enzimas, lectinas, anticorpos) (Knopp et al.,, 2007). Contudo, estes protocolos de
imobilizagdo devem, sempre, tentar reduzir a adsor¢ao ndo-especifica, isto é, a interacgdo
entre o grupo funcional e a superficie da particula deve ser minimizada, objectivos que podem

ser conseguidos recorrendo a uma ligacdo covalente (Aguilar-Arteaga et al., 2010). Para isto, é
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de grande importancia a utilizacdo de um cross-linker para a imobilizagdo da proteina. Este,
além de permitir reduzir as interac¢des nao-especificas, aumenta a distancia lateral entre os
captadores (no caso deste trabalho, as lectinas) diminuindo possiveis interac¢des entre si. Os
cross-linkers utilizados com mais frequéncia sao o gluteraldeido, os compostos epdxi, brometo
de cianogénio e a éster bis-N-hidroxisuccinimida (DSS) (Fuentes et al., 2005). Com a esfera
magnética revestida e provida de um cross-linker funcional, a proteina de captura ja pode ser

ligada as nanoparticulas.

Dado o potencial das nanoparticulas magnéticas, este trabalho procurou desenvolver e
optimizar esta plataforma para o enriquecimento selectivo de glicoproteinas recorrendo a
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com lectinas. Estas nanoparticulas foram, depois,
utilizadas para a recuperacao selectiva em soro humano, urina e saliva. No futuro poderao ser

aplicadas na pesquisa de biomarcadores em diferentes doencas.

1.4. Pesquisa de Biomarcadores

Os biomarcadores sdo os indicadores do estado fisiolégico da célula e sofrem grandes
alteracOes durante o desenvolvimento do processo de doenga. Genes activados, os seus
produtos e outros compostos organicos produzidos pela célula sdo identificadores singulares
qgue, no seu conjunto, compdem a “assinatura molecular” da célula. Durante as doencas,
existem diversas modificacGes na maquinaria celular que se sobrepdem a regulacdo bioldgica

normal, modificando o comportamento celular (Srinivas et al., 2001).

Existem diversos tipos de biomarcadores para a deteccdo das modificacdes na
magquinaria celular. Desde a alteracdo nos valores de marcadores serolégicos e imunoldgicos,
passando pelas alteracdes gendmicas até a protedmica, todas estas variagdes podem ser
utilizadas como marcadores do estado bioldgico das células (Figura 6). De todas as
metodologias empregues na pesquisa de biomarcadores, a que oferece a capacidade de uma
visualizagao mais global de todas as alteragGes que ocorrem na célula é a protedmica. Isto
deve-se ao seu caracter dindmico e fluxo constante, pois engloba as alteragdes provocadas
pelo splicing alternativo dos mRNAs, as modificagdes pds-traducionais (ex: glicosilagdo,

fosforilagdo) e a regulacdo funcional e temporal da expressdo genética (Van Eyk J.E., 2001).
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Figura 6. Evolugdo na pesquisa de biomarcadores. Adaptado de Srinivas et al., 2001.

No caso especifico das glicoproteinas, estas alteracdes estdo relacionadas com diversas
doencas, sendo que fundamentalmente sdo utilizadas como biomarcadores para a
monitorizac¢do, triagem e definicdo de estadio em diversos tipos de cancro (Clark et al., 2012).
Isto deve-se as alteracdes dos padrdes de glicosilacdo que ocorrem nos tumores. A glicosilacao
aberrante (Drake et al., 2010), a alteragdo nos N-glicanos que participam na adesdo celular
(Reis et al., 2010) e a forte possibilidade que os glicanos e os locais de glicosilacdo possam
estar alterados durante a iniciacdo e progressdo cancerigena (Kim et al.,, 2011) sao fortes
evidéncias do papel central das glicoproteinas no mecanismo de evolugdo cancerigeno. A
comparacdo dos padrdes de glicosilagdo em células normais e cancerigenas pode, também, ser
utilizada como biomarcador clinico num futuro préoximo (Meany et al., 2011). Actualmente,
diversas glicoproteinas estdo aprovadas para uso médico na deteccdo e seguimento de
tumores (Clark et al., 2012). Assim, detectar as alteragbes nos padrdes de glicosilagdo ou na
estrutura dos glicanos pode ajudar a aumentar a especificidade e a sensibilidade dos actuais
métodos de detecgdo, e permitir a detecgdo precoce da doenga (Hart et al., 2010). A detecgdo
precoce é de enorme importancia neste tipo de doenga pois melhora o progndstico e a

sobrevida.

Em conclusdo, é possivel afirmar que tendo em conta o valor das glicoproteinas e a
especificidade e simplicidade de procedimentos oferecido pelas lectinas, quando associadas
com um suporte de imobilizagdo que facilita em grande escala o processo de recuperagao
como sdo as nanoparticulas magnéticas, que a optimizacao deste tipo de técnica podera ter
um impacto significativo na futura pesquisa de biomarcadores em diferentes fluidos humanos,
facilitando e simplificando os procedimentos e permitindo a captura de glicoproteinas em

grande escala.
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1.5. Objectivos

A aplicacdo de diferentes estratégias para a captura de glicoproteinas em fluidos
humanos tem demonstrado vdérias limitagGes (complexidade de procedimentos,
inespecificidade, falta de sensibilidade) principalmente quando se tratam de fluidos complexos
como o soro, a urina e a saliva. Recentemente, a nanotecnologia desenvolveu nanoparticulas
magnéticas que, funcionalizadas com lectinas, abriram uma nova perspectiva na captura de

glicoproteinas. Assim, os objectivos deste trabalho foram:
Objectivo geral:

e Desenvolvimento e optimizacdo de uma nova plataforma para a pesquisa de

biomarcadores glicoproteicos.

Objectivos especificos:

e Sintese de MNP’s associadas a lectinas (ConA, WGA e MA);

e Optimizacdo da sintese das MNP@Ilectinas para obter uma maior sensibilidade e
especificidade na técnica;

e Optimizacdo das MNP@lectinas sintetizadas, nomeadamente dos tempos e
temperatura de incubacao;

e Realizacdo de testes comparativos com outra estratégia de imobilizacdo que utiliza
esferas funcionais (Sepharose);

e Realizagdo de testes de captura de glicoproteinas em fluidos humanos (soro, urina e

saliva) com as MNP®@Iectinas sintetizadas.
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2. Material e Métodos
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2. Material e Métodos

2.1. Descrigdao dos Reagentes

Todos os reagentes foram comprados na Sigma (Karlsruhe, Alemanha), excepto

guando referido o contrario.

A fetuina de soro fetal de vitela e a ovalbumina de clara de ovo (> 98%) foram usados
como glicoproteinas modelo para este estudo. A fetuina foi descrita pelo fabricante como
contendo entre 5-8% de acidos sidlicos (p/p). Tinha, também, 3.5% de Man (39% do total de
acucares) e 4.8% de GIcNAc, numa andlise de acguUcares prévia realizada por Ferreira et al.,,
2010. A albumina comprada exibia um conteiddo em Man correspondente a 69% do total de

acucares.

2.2. Sintese das MINPs

As MNPs foram sintetizadas com a colabora¢do da Doutora Ana Daniel-da-Silva no
CICECO (Centre for Research in Ceramics and Composite Materials Associated Laboratory do

Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro).

O nucleo magnético das MNPs consiste em nanoparticulas de éxido de ferro magnético
que foram obtidos por co-precipitacdo de FeCl, e FeCl; em condi¢bes alcalinas (Bumb et al.,,

2008).

O difractograma obtido por difraccdao de raios-X do precipitado negro resultante foi
observado recorrendo ao uso do difractdmetro de raio-X Rigaku Geigerflex Dmax-C equipado
com uma fonte de radiacdo monocromatica Cu Ka e comparado com os padrdes tipicos de

difraccdo observados na magnetite (Fe;0,) (Figura 7).
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Figura 7. Padrdo de XRD obtido para as nanoparticulas de 6xido de ferro. Os indices Miller

indicados entre paréntesis correspondem aos picos mais intensos de reflec¢do da magnetite.

As nanoparticulas foram, depois, revestidas com silica amorfa para prevenir o
aglutinamento das esferas e assegurar estabilidade quimica. Antes da encapsulacdo com silica,
as nanoparticulas foram estabilizadas com ides citrato (Bumb et al., 2008). Uma alteracdo da
cor das nanoparticulas (de negro para castanho escuro) observou-se nesta fase e podera
indicar a formacdo de uma fase quimicamente mais estdvel, a maguemite (y-Fe,0;). O
revestimento de silica das nanoparticulas foi realizado recorrendo a hidrdlise com TEOS em
condigdes alcalinas, usando a trietilamina como catalisador. Este procedimento foi adaptado,
com modificacbes, do descrito por Bumb et al., 2008. As nanoparticulas (100 mg) foram
suspensas em 20 mL de dgua destilada, seguidas de sonicagdo para prevenir a agregagao das
esferas. Foram adicionados 1 mL de TEOS (30% v/v em etanol) e 0.1 mL de trietilamina. Esta
reaccao foi feita num sonicador, durante 15 min a temperatura ambiente e as nanoparticulas
recuperadas sob a forma de pd negro e lavadas repetidas vezes com agua destilada e 1-
propanol. Seguidamente, a superficie das nanoparticulas revestidas com silica foi
funcionalizada com grupos amina de forma a reduzir as interac¢es inespecificas com as
proteinas de interesse (Lin et al., 2006, 2007). As esferas revestidas (30 mg) foram, depois,
dispersadas em 3 mL de agua destilada, seguido da adicdo de 100 pL de APS. A mistura foi
incubada a temperatura ambiente durante 12h e o precipitado negro resultante recuperado e

lavado repetidamente com agua destilada.

O sucesso da sintese e da modificacdo da superficie da matriz de MNPs foi verificado

através de uma monitorizacdo passo-a-passo com espectroscopia FT-IR (Figura 8) detectada
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por um espectrometro Mattson 7000 acoplado com uma célula horizontar de ATR com 256
scans e 4 cm™. No espectro das nanoparticulas de Fe;0, estabilizado com citrato verificam-se
as tipicas bandas vibracionais de Fe-O nos 530cm™ e de —COO™ e —CO centradas nos 1550 cm™
e 1330 cm™, respectivamente (Figura 8A). O revestimento de silica foi comprovado através da
observacdo de bandas de absor¢io com maximo nos 961 cm™, 1050 cm™ e 799 cm™, que
correspondem ao Si-O-Fe, Si-O-Si e Si-OH, respectivamente (Figura 8B). A funcionalizacdo da
superficie de aminas no revestimento das nanoparticulas foi verificada através da observacao

de uma banda nos 1565 cm™ originada pela vibracdo de tesoura da ligacdo N-H na amina

primaria (Figura 8C).
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Figura 8. Espectro ATR-FTIR das nanoparticulas de 6xido de ferro estabilizadas com citrato (A),
nanoparticulas magnéticas revestidas com SiO, (B) e nanoparticulas funcionalizadas com a
superficie de amina (C). As bandas de infravermelho assinaladas sdo as mais relevantes (v —

vibragdo de estiramento, 6 — vibragdo de tesoura).

O tamanho e forma das MNPs foram avaliados com recurso a TEM usando um
microscopio electrénico de transmissdo JEOL 200CX com um potencial acelerador de 300 kV.
Na preparagdo para a TEM, a suspensdo de MNPs diluidas foi levada a evaporagdo numa
grelha de cobre revestida com filme de carbono amorfo. As observaces por TEM confirmaram
gue as nanoparticulas magnéticas estavam revestidas com as capsulas de silica amorfa (Figura
9). As MNPs foram observadas juntas numa forma estreita e alongada com um didmetro

médio de 1413 nm, confirmando as expectativas em relagdo a sua dimensao.
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Figura 9. Imagem representativa das MNPs analisadas por TEM, que demonstra um tamanho
médio das esferas de 14 + 3 nm. A zona nuclear mais escura corresponde as nanoparticulas de

oxido de ferro.

2.3. Conjugagao das MNPs com as Lectinas

As lectinas ndo conjugadas ConA de Canavalia ensiformes, WGA de Triticum vulgaris e
de MA de Maackia amurensis foram comprados na Vector Laboratories (Burlingame, CA). Estas
lectinas foram usadas para revestir as MNPs e originar as conjugacdes MNP@ConA,

MNP@WGA e MNP@MA, respectivamente.

A superficie das MNPs foi primeiro activada com um ligante bifuncional de acido
subérico, o DSS como descrito por Lin et al., 2007. O DSS reage com as aminas primarias (Lin et
al.,2007), sendo um ponte de ligacdo covalente entre as MNPs aminosilanizadas e as lectinas.
Adicionalmente, a cadeia de oito carbonos do DSS ajuda, também, a reduzir os efeitos

estéricos das interacgdes entre lectinas, resultado da sua proximidade com a matriz das MNPs.

A derivatizagcdo de 1 mg de MNPs foi conseguida através da dispersdo das esferas de
nanoparticulas magnéticas em 250 pL de DMSO seguida da adi¢cdo de 10 mg de DSS. A mistura
foi, depois, incubada durante uma hora para que a N-hidroxisuccinimida activasse as MNPs
(Figura 10). As MNPs activadas foram, se seguida, lavadas trés vezes com DMSO (200 pL) e
depois incubadas com 300 pL de ConA, WGA ou MA (1mg/mL) em 20mM de Tris, 500 mM
NaCl, com pH 7.45, a 4°C durante 12h.
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Figura 10. Breve resumo ilustrativo do aspecto das MNPs depois da activagdo com DSS (adaptado de Lin et al, 2006).

Numa tentativa de melhorar o rendimento da recuperacdao de glicoproteinas, foi
testada a preservacdo dos sitios de ligacdo dos acucares nas lectinas, aquando da sua ligacdo

covalente com as MNPs.

Esta preservacdo foi conseguida recorrendo a incubacdo de ConA, WGA e MA
(Img/mL) nos seus tampdes de ligagdo correspondentes (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 5mM MnCl,, 5mM CaCl,, pH 7.45 para a ConA; 20mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.45 para
a WGA e a MA) contendo 200 mM de metil-a-D-mannopiranosida, GIcNAc e 3’-sialilactose
comprados na Dextra Laboratories (Reading, UK), respectivamente. Estes aglcares sdo os
aclcares-alvo de cada uma das respectivas lectinas, e funcionam como bloqueadores,

preservando os locais de ligacdo dos acucares inalterados.

Recorrendo as suas propriedades superparamagnéticas, as MNP@Lectinas foram
recuperadas na forma de um pd negro por separa¢do magnética e posteriormente lavadas

com agua destilada e PBS (100 mM, pH 7.4).

As MNP@Lectinas sintetizadas a partir das lectinas protegidas com agucares foram
submetidas, previamente a incubagdo com as amostras, a um passo adicional de regeneragao,
de forma a remover os carboidratos a si ligados. As MNP@ConA foram regeneradas através da
lavagem com 200 pL de Tris 100 mM, 500mM NaCl, pH 8.5 seguido de 100 mM de acetato de
sodio, 1.0 M NaCl e pH 4.5. O procedimento de regenerac¢do foi repetido trés vezes e as
nanoparticulas foram, depois, equilibradas em tampdo de ligagdo antes de nova analise. As
MNP@WGA e MNP@MA foram regeneradas através de trés lavagens com o tampdo de
regeneracdo (200 plL de Tris 20 mM, 1 M NaCl, pH 3.0). Foram, no final, equilibradas em

tampao de ligacao.
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O sucesso da ancoragem da ConA, WGA e MA a superficie das MNPs foi confirmado
através da andlise do espectro UV recorrendo ao espectrofotometro Jasco U-560 UV-Vis. A
visualizagao de uma banda com um maximo aos 280 nm confirmou a ancoragem das lectinas

(Figura 11).
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Figura 11. Espectro UV das MNPs antes e depois da ancoragem com a ConA.

A quantidade de lectina ligada foi estimada indirectamente baseada no contetdo em
proteina recuperado depois da conjugagdo com as MNPs. O esquema 1 descreve

resumidamente os passos seguidos para a sintese de MNP@Lectinas.
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Esquema 1. Resumo da sintese de MNP@Lectinas

TEOS
v

MNP@5i0,

APS
v

MNP@NH,

DSS

v
MNP@DSS

, Lectina protegida por agucares

MNP@Lectinas

protegidas por
aclcares

l Tampdo de regeneragao

MNP @Lectinas

2.4. Optimizacao das condi¢bes operacionais

Por forma a optimizar a quantidade de proteina recuperada, foram conduzidos alguns
testes para definir as condi¢bes dptimas de trabalho de cada lectina, nomeadamente o tempo

de incubacdo e a temperatura.

A temperatura 6ptima de incubagcdo para as MNP®@Iectinas foi determinada pela
incubagdo com fetuina a 4 e a 25°C durante 30 min e a proteina recuperada foi expressa em
termos de proteina recuperada por mg de lectina (Figura 12A). Estes testes comprovaram que
a quantidade de glicoproteina capturada pela ConA a 4°C é duas vezes superior que a
observada a 25°C. Estes dados sdo suportados por observagdes anteriores, indicativas de uma
menor taxa de dissociagdo dos complexos ConA-glicano a baixas temperaturas (Dulaney et al.,
1979). Pelo contrario, as MNP@WGA e as MNP@MA demonstraram melhores performances a
25°C. Assim, todos os testes posteriores foram conduzidos a 4°C durante a incuba¢do com

MNP@ConA e a 25°C no caso das MNP@WGA e MNP@MA.

Numa tentativa de optimizar os tempos de incubag¢do, os mesmos foram reduzidos de

25 para 5 min (Figura 12B). A comparac¢do entre os dois tempos de incubacdo para as trés
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lectinas ndo mostrou diferencas significativas, levando ao ajuste do tempo de incubacgao para 5

min.
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Figura 12. Recuperagdo de proteina depois da incubagdo com MNP@ConA, MNP@WGA e
MNP@MA com 200 pL de fetuina (100 pg/mL) a A) 4 °C e 25 °C e B) 5 e 30 min usando as
temperaturas éptimas de incubagdo obtidas previamente. Os dados apresentados sdo medias +
desvio padrdo de pg de proteina por mg de lectina (triplicados de n=3), *p<0.05; *** p<0.001 em

comparagao com a concentragdo obtida pela condigdo oposta.

Adicionalmente, as MNP@Lectinas foram testadas em relacdo a sua estabilidade
durante varios ciclos de incubacgdo-regeneracdo, ndo tendo sido observada uma perda

significativa da sua capacidade de ligacdo depois de 20 ciclos de repeticdo.
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2.5. Enriquecimento Glicoproteico com as MNP@Lectinas

2.5.1. Enriquecimento de glicoproteinas

O protocolo de trabalho seguido para o enriquecimento glicoproteico com recurso as

MNP @Lectinas esta representado no esquema 2.

Esquema 2. Protocolo em esquema da linha de trabalho seguida para o enriquecimento

de glicoproteinas com as MNP@Lectinas.

MNP@Lectinas |8 Biofluido

Incubagdo 5 min de incubagdo
\ 4
Remocdo das proteinas
Regeneragdo ndo glicosiladas Tampdo de lavagem
até 20x
\ 4

MNP@Lectinas + Glicoproteinas

Recuperagdo de
glicoproteinas Tampao de eluicao

MNP@Lectinas Pool de Glicoproteinas

Resumidamente, os extractos proteicos foram diluidos em 200 pylL do tampdo de

ligacdo das lectinas (tabela 3) e incubados juntamente com 1 mg de MNP@Lectinas num
agitador rotativo a 4 (MNP@ConA) ou a 25°C (MNP@WGA e MNP@MA) durante 5 e 30 min.
As MNP@Lectinas foram, depois, separadas do sobrenadante recorrendo a um forte campo
magnético, permitindo assim a facil remogdo do sobrenadante. As proteinas nao capturadas
pelas lectinas foram, depois, removidas com trés lavagens de tampé&o de lavagem (tabela 3). As
glicoproteinas foram, depois, recuperadas submetendo as MNP@Lectinas a trés lavagens com

tamp3do de eluigdo (tabela 3).

Entre cada ciclo de enriquecimento, as MNP@Iectinas foram regeneradas através do
uso do tampdo de regeneracdo (tabela 3), que as permitiu reciclar para novos

enriquecimentos.

29



Tabela 3. Composi¢do dos tampdes das MNP@Lectinas.

MNP@ConA

MNP@WGA

MNP@MA

Tampao de
ligagao

Tampao de
lavagem

Tampao de
eluicao

Tampao de
regeneragao

20 mM de Tris, 500 mM de NaCl, 5
mM de MgCl,, 5 mM de MnCl, e 5
mM de CaCl,, pH 7.45

0,05% de Tween-20 em tampao de
ligacao

500 mM de metil-a-D-
mannopiranosida em tampdo de
lavagem

100 mM de Tris e 500 mM de NacCl,
pH 8.5 (tampdo basico) seguido de
100 mM de acetato de sédio e 1.0
M de NaCl, pH 4.5 (tamp3do acido)

20 mM de Tris, 150 mM
NaCl e 0,05% de Tween-20,
pH 7.45

0,05% de Tween-20 em
tampao de ligagao

500 mM de GIcNAc em
tampao de lavagem

20 mM de Tris e 1 M NadCl,
pH 3.0

20 mM de Tris, 150 mM
NaCl e 0,05% de Tween-
20, pH 7.45

0,05% de Tween-20 em
tampado de ligagao

200 mM de 3’-sialillactose
em tampado de lavagem

20 mM de Tris e 1 M NaCl,
pH 3.0

2.5.2. Comparacado da recuperacdo entre MNP@Lectinas e Sepharose.

Foi feita uma comparacao do enriqguecimento em glicoproteinas recorrendo a duas

formas de captura: nanoparticulas associadas a lectinas e suporte de Sepharose associado a

lectinas. Para este teste foram usadas MNP@ConA (tamanho médio da esfera de 10 nm) e

Sepharose@ConA (tamanho médio da esfera de 90 pum; 10 mg/mL de meio drenado)

comprados na GE Healthcare (Freiburg, Alemanha).

As MNP@ConA e a Sepharose@ConA foram, depois, incubadas com 200 uL de fetuina

(50 pg/mL) ou 200 pL de ovalbumina (50 pg/mL) em tampao de ligacdo de ConA durante 30

min a 4°C. Os testes foram conduzidos com 1 mg de MNP@ConA (80 pg de ConA) e 60 ug (6

pL; 80 pg de ConA) e 1 mg (100 pL; 500 ug de ConA) de Sepharose@ConA a 4°C durante 30

min. As esferas de Sepharose@ConA foram recuperadas por centrifugacdo (12000g, 4°C).

Todos os testes foram efectuados em triplicado.

2.5.3. Avaliagdo da afinidade das MNP@Lectinas

As interac¢Ges ndo-especificas foram determinadas através da incubacdo das

MNP @Lectinas com 200 pL de solugGes desglicosiladas de fetuina (concentracdes de 3.5, 17.5,
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87.5, 175.0 e 250 pg/mL). A afinidade das MNP@Lectinas para com as glicoproteinas foi
comprovada com o mesmo protocolo, utilizando fetuina glicosilada. Todos os testes foram

efectuados em triplicado.

2.6. Desglicosilagao da fetuina

A fetuina foi desglicosilada e usada para avaliar a afinidade das MNP@lectinas com os
fragmentos glicosilados. A desglicosilacdo foi efectuada por hidrélise com TFMS tal como foi
previamente descrito por Edge el al., 1981. Resumidamente, a fetuina em pé foi desglicosilada
pela adi¢cao de 50 uL de TFMS (10% em tolueno) previamente arrefecido num banho de etanol
e gelo seco durante 20 s e incubado durante 4 h a -20°C. O excesso de TMFS foi, depois,
removido com a adicdo de 150 pL de uma mistura de piridina/metanol/agua (3:1:1), seguida
de uma incubacdo durante 15 min a -20°C. A solucdo foi depois neutralizada com 400 uL de
0.5% de bicarbonato de aménio e as proteinas desglicosiladas recuperadas por centrifugacao a

20000g durante 15 min a 4°C.

A integridade da estrutura das proteinas e a eficiéncia da desglicosilacdo foram
confirmadas através de um SDS-PAGE (12.5%), tal como descrito por Laemmli et al., 1970. As
proteinas no gel foram coradas com Azul de Coomassie (Figura 13) enquanto os carboidratos

foram corados com PAS (Figura 13).
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PAS Coomassie
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Figura 13. Géis de SDS-PAGE corados com PAS e Azul de
Coomassie com fetuina A) glicosilada e B) desglicosilada (depois

do tratamento com TFMS).

2.7. Quantificagao proteica

O conteddo em proteinas foi determinado recorrendo ao uso da plataforma de
quantificacdo Qubit (Invitrogen, Barcelona, Espanha) de acordo com as instrucdes do

fabricante.

2.8. Isolamento das proteinas do Soro, Urina e Saliva

As amostras de sangue, urina e saliva foram obtidas de seres humanos saudaveis do
sexo masculino, que deram o seu consentimento informado para este estudo. Para eliminar as
contribui¢des interindividuais, a andlise foi feita recorrendo a jun¢do das proteinas dos trés

individuos (pool proteica).

Imediatamente apds a colheita, as amostras de sangue foram deixadas a coagular a
temperatura ambiente durante 1 h, sendo o soro recolhido por centrifuga¢do a 5000g durante
40 min a 4 °C. A segunda mic¢do completa de urina da manha foi recolhida para frascos
estéreis e centrifugada a 5000g durante 40 min a 4 °C. A saliva humana foi recolhida sem

recurso a qualquer estimulagdo (cerca de 1 mL), em jejum, de acordo com o protocolo
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estandardizado descrito previamente por Vitorino et al., 2004, sendo depois centrifugada a

12000g, durante 20 min a 4 °C, de forma a remover material particulado em suspensao.

As proteinas de soro, saliva e urina foram isoladas por filtragdo com um filtro MWCO
de 10 kDA (Millipore, MA). As proteinas retidas foram, depois, ressuspensas em 200 plL de
tamp3do de ligacdo da lectina, numa concentracdo de 250 pg/mL (50 pg de proteina total) e as

glicoproteinas isoladas através da incubag¢dao com as MNP@Lectinas.

2.9. Reducao proteica, alquilagao e digestao triptica

As glicoproteinas de soro, saliva e urina recuperadas depois da incubacdo com as
MNP@Lectinas foram diluidas em 0.1 M de tampao de bicarbonato de amdnio com 6 M de
cloridrato de guanidina (pH 8.0). As amostras desnaturadas foram, depois, reduzidas com a
incubacdo em 5 mM de DTT a 75 °C durante 1 h e depois alquiladas com 20 mM de
iodoacetamida a temperatura ambiente, no escuro, durante 2 h. Seguidamente foi efectuada
uma filtracdo com um filtro MWCO de 10 kDa (Millipore, MA). As amostras foram, entdo,
ressuspensas com 0.1 M de tampao de bicarbonato de amdnio (pH 8.0). A tripsina (Promega,
Madison, WI) foi adicionada num réacio 1:100 (p/p) e as amostras incubadas a 37 °C para

digestdo overnight.

2.10. Identificagao proteica e data mining

A identificacdo proteica foi realizada tal como o descrito previamente por Vitorino et
al.,, 2010. As proteinas digeridas pela tripsina foram separadas por nano-HPLC. Para este
processo foi usada uma coluna C18 Pepmap100 (Dionex) (150 mm x 75 um, tamanho da esfera
de 3 um) com um fluxo de 300 nL/min num cromatdgrafo Ultimate 3000 (Dionex/ LC Packings,
Sunnyvale, CA). O fluxo foi mantido durante 35 min, com um gradiente linear de 5% a 50% de
tampdo B (85% ACN, 5% 2-propanol e 0.04% TFA). Os péptidos eluidos na coluna foram
misturados com um fluxo continuo de solugdo matriz a-CHCA (270 nL/ min, 2 mg/mL em 70%
de ACN/ 0.1% TFA e um padrdo interno Glu-Fib a 15 fmol) com um Probot (Dionex/ LC
Packings, Sunnyvale, CA) directamente para uma placa de MALDI (Opti-TOF, Applied
Biosystems, Foster City, CA) em intervalos de 20 s para cada spot (100 nL/frac¢do). Em cada
corrida foram recolhidas 156 frac¢Bes. A andlise MS MALDI-TOF/TOF foi realizada num
analisador 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, Foster City, CA). Foi usado um limiar S/N
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de 50 na anadlise dos picos MS/MS e uma voltagem de fragmentacdo de 2 kV ao longo da
obtencdo do espectro. Os espectros MS e MS/MS obtidos foram, depois, processados e
analisados pela Global Protein Server Workstation (Applied Biosystems) que usa um software
interno MASCOT (v. 2.1.0.4, Matrix Science, UK), usando impressdes digitais baseadas na
massa peptidica e dados MS/MS para a identificacdo proteica. A identificacdo proteica obtida
foi cruzada com base de dados proteica Swiss-Prot (Mar¢o de 2009, 428 650 entradas) para
Homo sapiens.

A tolerancia do MS foi ajustada para 30 ppm para ides percursores e 0.3 Da para ides
fragmentados, assim como tolerancia para duas clivagens falhadas. A identificagdo proteica foi
considerada fidvel com um score >70 no MASCOT (o score do MASCOT é calculado por -10 x
log P, em que P é a probabilidade de que a correspondéncia observada seja devido a um
evento aleatdrio). Este é o score mais baixo indicado pelo programa como significativo

(p<0.05).

A N-glicosilacdo em proteinas humanas foi prevista recorrendo ao uso do servidor
NetNglyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc), uma rede neuronal artificial que
examina as sequéncias Asn-Xaa-Ser/Thr (em que Xaa ndo é Pro). A O-glicosilagdo foi prevista
com a ferramenta NetOglyc 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc) que prevé,
recorrendo a uma rede neuronal, locais de O-glicosilacdo pela GalNAc, frequentemente

encontrados em mucinas, em proteinas de mamiferos (Julenius et al., 2005).

2.11. Anadlise estatistica de dados

Todos os dados obtidos foram exportados para o GraphPad Prism (v5.0) e a
distribuicdo normal foi comprovada através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Dado que todas
as distribuicdes se demonstraram normais, as diferengas estatisticamente significativas foram
avaliadas pelo teste t de Student para amostras independentes. Os niveis de significancia

estatistica foram colocados para p<0.05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***).
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3. Resultados e Discussao
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3. Resultados e Discussao

3.1. Analise das MNP®@Lectinas

A glicosilagdao produz um repertério abundante, diverso e altamente regulado de
glicoproteinas que serdao pec¢a-chave em diversos processos biolégicos. Para além disto, muitos
dos biomarcadores clinicos sao glicoproteinas presentes em diversos fluidos, tais como o soro,
a urina e a saliva, em quantidades muito reduzidas. E, assim, essencial desenvolver estratégias
eficientes para a captura e isolamento de glicoproteinas em meios tdo diversos e tdo

complexos.

Presentemente, as estratégias mais utilizadas para a captura e isolamento de
glicoproteinas baseiam-se em lectinas imobilizadas em diferentes suportes: agarose (Zhao et
al., 2007; Patwa et al., 2006), Sepharose (Rho et al., 2009), silica (Madera et al., 2005), colunas
monoliticas (Feng et al., 2009), Microarray (Hsu et al., 2009; Gupta et al., 2010) e
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas (Sparbier et al., 2007; Loo et al.,, 2010). Estes
diferentes tipos de suportes foram usados em diversos estudos clinicos para recuperar
glicoproteinas de soro (Zhao et al., 2007; Patwa et al., 2006; Madera et al., 2008; Kullolli et al.,
2010), urina (Feng et al., 2009; Wang et al., 2006) e, até, em linhas celulares (Tang et al., 2010;
He et al,, 2011). No entanto, e apesar dos melhoramentos na sensibilidade das ferramentas
protedmicas e da diversidade e funcionalidade de algumas das estratégias de imobilizagdo
propostas, apenas algumas dezenas de glicoproteinas foram identificadas. Assim, o
desenvolvimento e melhoramento destas estratégias de imobilizagdo permanece um assunto

desafiante e com enorme interesse para a glicobiologia.

Foram descritos, nos ultimos anos, diversos relatérios a comprovar as superiores
capacidades de isolamento e captura das nanoparticulas magnéticas em relagdo a outros
suportes de imobilizagdo (Aguilar-Arteaga et al., 2010; Frimpong et al., 2010; Kullolli et al.,
2010). Contudo, e apesar das evidéncias anteriores, os suportes baseados em nanoparticulas

para a captura de glicanos sdo ainda escassos e o seu desenvolvimento é, ainda, prematuro.

Tendo em conta os factos acima referenciados, este trabalho foi pensado para
desenvolver a sintese, caracterizacdo e optimizacdo das MNP@Lectinas direccionadas ao
isolamento de glicoproteinas em fluidos humanos, de forma a poderem ser usadas em estudos

glicdmicos e glicoprotedmicos, em particular na pesquisa de biomarcadores.
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Tendo por base a tecnologia previamente descrita por Lin et al. (2006, 2007), a qual
descreve as bases para uma eficiente imobilizacdo de proteinas biologicamente activas em
nanosuportes, as MNPs foram revestidas com as lectinas ConA, WGA e MA, as quais tém um
reconhecido potencial na investigacdo de biomarcadores. A ConA é reconhecida pela sua
capacidade de ligacio em diversas glicoproteinas. E uma glicoproteina de largo espectro,
tendo afinidade com residuos de mannosil e glucosil em glicanos contendo grupos hidroxilo
livres nas posi¢cdes C3, C4 e C6 e foi fortemente usada para recuperacdao de N-glicoproteinas
em fluidos humanos (Alvarez-Manilla et al., 2010). Por outro lado, a WGA e a MA s3o lectinas
mais especificas. A WGA liga-se aos residuos GIcNAc (Natsuka et al., 2005), enquanto a MA
tem afinidade para glicanos exibindo acidos sidlicos ligados em a-2,3 (Azuma et al., 2000),
sendo que ambas as lectinas foram usadas para isolar O- e N-glicoproteinas. Para além disto,
em estudos prévios, a interaccdo alterada das glicoproteinas com as lectinas WGA e MA foi
correlacionada com diversas patologias, como doenca de Alzheimer (Butterfield et al., 2011),

diabetes (Vazquez-Moreno et al., 2001) e cancro (Haab et al., 2010).

Utilizando os conhecimentos e modificagGes tecnoldgicos previamente descritas, foi
possivel sintetizar nanoparticulas revestidas com 80 + 15, 120 + 7 e 92 + 12 ug de lectina por

mg de MNP (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo das caracteristicas das MNP@ConA, MNP@WGA e MNP@MA.

MNP@ConA MNP@WGA MNP@MA

Diametro médio 14+3 14+3 14+3
(nm)

Lectina ligada 80+ 15 1207 92+12
(ng/mg of MNP)

Capacidade de ligagao 40+ 3 46+4 302
(ng de fetuina/mg de lectina)

Capacidade de ligagao 1,4 2,2 1,5+2,4
(ng de agticar/mg de lectina)

Temperatura de funcionamento 4 25 25
(°Q)

Tempo de incubagao 5 5 5
(min)

Estes valores foram calculados indirectamente a partir da quantidade de proteina
recuperada pelas MNPs. Com base nas observacbes feitas por TEM (Figura 9, Material e

Métodos), foi verificado que as MNP@Lectinas sintetizadas eram uniformes, esféricas,
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monodispersas (ou seja, com tamanhos semelhantes), ndo porosas e superparamagnéticas. O
didametro médio das esferas obtidas foi de 14 £3 nm. Este tamanho tao reduzido permite uma
alta mobilidade em solucdo, que permite que a superficie de captura das mesmas interaja
continua e livremente com todo o volume de amostra. Assim, este é um sistema ideal para
bioseparacdes. Tirando partido das suas capacidades superparamagnéticas, estas
nanoparticulas podem ser puxadas contra as paredes do tubo onde se esta a realizar a captura
com um forte campo magnético permitindo, facilmente, a total remocdo do sobrenadante. As
glicoproteinas poderao, depois, ser recuperadas das MNP @Lectinas através de diversos passos

de lavagem com uma solucdo dos aglcares-alvo de cada uma das lectinas.

Dito isto, é possivel afirmar que este método de enriquecimento glicoproteico baseado
em MNP@Lectinas é de alto interesse para a pesquisa de biomarcadores, em particular na
busca de quantidades minimas de proteinas glicosiladas em fluidos humanos (onde a pool
proteica é enorme e muito variada). Para atingir estes objectivos, os esfor¢gos concentraram-se
na optimizacdo da sintese das MNP@Lectinas, na optimizacdo das condicées de
enriquecimento e na caracterizacdo da sua capacidade de captura. A eficiéncia da captura das
MNP@Lectinas foi, posteriormente, testada nos trés fluidos humanos mais recorrentemente

estudados: soro, saliva e urina.

De forma a optimizar a captura de glicoproteinas, os testes foram conduzidos para
definir as temperaturas (4 ou 25 °C) e o periodo de incubacdo (5 e 30 min). Os ensaios foram
efectuados usando a fetuina, uma sialoproteina (5-8% de acidos sidlicos, de acordo com o
fabricante), descritos como O- e N-glicosilados e contendo 3.5% e Man e 4.8% de GIcNAc
sendo, assim, expectdvel que se ligue a todas as lectinas. Os ensaios de temperatura
demonstraram que a temperatura ideal de incubag¢do para a ConA foi de 4 °C, enquanto a
WGA e a MA demonstraram melhores resultados a 25 °C (Tabela 4; Figura 12, Material e
Métodos). Quando o tempo de incubagdo foi baixado de 30 para 5 min, ndo foram
encontradas diferengas significativas no rendimento do enriquecimento glicoproteico em
nenhuma das trés lectinas. Em resultado destas observag¢des o tempo de incubagdo para os

restantes ensaios foi fixado em 5 min (Figura 12, Material e Métodos).

Outro dos testes efectuado para as MNP@Lectinas foi o teste a sua capacidade de
regeneracdo. A capacidade de regeneragdo é a capacidade das glicoproteinas sofrerem
consecutivos processos de incubagdo-regeneracdo sem que a sua estabilidade e capacidade de
enriquecimento seja alterada. Observou-se que, depois de 20 ciclos de regeneragdo, a

capacidade de captura e estabilidade das lectinas se manteve inalterada.
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3.2. Optimizacao da sintese de MNP®@Lectinas

Um dos passos mais criticos da sintese de MNP@Lectinas é a conjugacdo da lectina
com as MNPs modificadas com as aminas (depois da aplicacdo do APS). Os processos que
correntemente sdo mais utilizados recorrem ao uso do DSS como ligante, de forma a fazer a
ponte entre os grupos amina primdrios e as lectinas (Lin et al., 2006). Contudo, e devido a
inespecificidade desta ligacdo, poder-se-d perder uma parte significante da actividade da

lectina e da sua funcionalidade.

De forma a preservar a integridade conformacional dos locais de ligacao das lectinas, e
assim reduzir as perdas de actividade das mesmas, as lectinas foram protegidas com os seus
acucares-alvo antes da conjugacdo com as MNPs. Assim, foram utilizados os acucares Man no
caso da ConA, GIcNAc para a WGA e 3’-sialilactose para a MA. Para testar esta a hipdtese, as
MNP@Lectinas (com e sem o local de ligacdo dos aclcares protegido aquando da incubacéo

com as MNPs) foram regeneradas e, depois, incubadas com a fetuina.

Os resultados deste teste estdo apresentados na Figura 14 e demonstram que a
proteccdo dos locais de ligacdo foi responsdvel por um aumento na funcionalidade da lectina e
da sua capacidade de captura. A sua capacidade de captura foi aumentada de 30 para 42 ug de
proteina por mg de lectina no caso das MNP@ConA (40% de aumento) e de 11 para 21 pg/mg
nas MNP@WGA (90% de aumento). No caso das MNP@MA, e apesar do aumento ndo ser
significativo, foi demonstrada um ligeiro aumento da sua capacidade de captura (de 40 para 42
ug/mg), sugerindo que a proteccdo dos locais de ligagdo podera, também, ter um efeito

positivo para esta lectina.

Assim é possivel afirmar que estes resultados demonstram que a protec¢do com
acucares dos locais activos das lectinas contribui para uma correcta orientagdo das mesmas
aquando da conjugacdo com as MNPs, provavelmente porque possibilitam a manutencdo da
integridade conformacional dos seus locais de ligacdo aos acglcares. Tendo em conta estes
resultados, é possivel assumir que esta estratégia de acoplamento das lectinas as MNPs é uma
mais-valia e todos os ensaios daqui foram conduzidos com MNP@Lectinas conjugadas

recorrendo a esta técnica.
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Figura 14. Fetuina recuperada pelas MNP@Lectinas sintetizadas: comparagdo entre a
recuperagao por lectinas com os agucares a proteger o local de ligagdo aquando da
sintese e sem protecgdo. Os dados apresentados sdo médias (com o desvio padrdo
associado) de ug de fetuina recuperada por mg de MNP@Lectina (triplicados de n=3), **
p<0.01.

3.3. MNP@Lectinas versus Suportes de Sepharose

A eficiéncia da imobilizacdo de glicoproteinas em MNP@Lectinas foi comparada com
um outro suporte normalmente utilizado para captura de glicoproteinas, a
Sepharose@Lectinas. Esta avaliacdo foi efectuada recorrendo a lectina ConA, comparando,
assim, o rendimento entre a captura de MNP@ConA e Sepharose@ConA com a mesma
quantidade de lectina associada. Além da fetuina, também a ovalbumina foi utilizada para este
teste. A ovalbumina é uma N-glicoproteina, com afinidade para com a ConA (Johnson et al.,

1986; Ohyama et al., 1985).

Depois da incubacdo com 10 pg de fetuina e ovalbumina, é possivel verificar (Figura
15) que a MNP@ConA consegue recuperar cerca de 9% da fetuina colocada e cerca de 14% de
ovalbumina. Em contraste com estes resultados, a Sepharose@ConA apenas recuperou cerca
de 2% de fetuina e 3% de ovalbumina. A diferenca de afinidades que a ConA tem para estas
duas proteinas é explicada pela diferenga do conteddo de Man em cada uma delas (66% do
total de aglcares na ovalbumina e 39% do total de aglcares na fetuina). A baixa taxa de
recuperagao observada para ambas as proteinas nos dois métodos de enriquecimento pode
ser explicada pelo excesso na quantidade de proteina usada em relagdo a capacidade de

ligacdo da lectina. Mesmo tendo em conta este factor, pode-se observar que a lectina
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imobilizada em nanoparticulas consegue recuperar cerca de 5 vezes mais proteina que a

mesma quantidade de lectina imobilizada na Sepharose.
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Figura 15. Percentagem de glicoproteina recuperada pelas MNP@ConA em comparagdo com a
Sepharose@ConA. Os dados estdo representados em média + desvio padrdo (triplicados de n=3) depois da
incubagdo com 10 pg de fetuina ou ovalbumina. **p < 0.01; ***p < 0.001 em comparagdo com a
concentragdo anterior.
Este tipo de teste foi também realizado recorrendo a Sepharose com um conteudo 5
vezes superior em ConA. Neste caso, as taxas de recuperacao da Sepharose@ConA foram de

5% para a fetuina e 6% para a ovalbumina, ainda inferiores as conseguidas com as MNP@ConA

com uma concentragao em ConA muito mais baixa.

Com estes ensaios foi possivel verificar que as nanoparticulas magnéticas tém uma
capacidade de recuperagdo de proteinas superior a dos suportes convencionais (neste caso da
Sepharose) quando se trata de recuperar quantidades muito baixas de glicoproteinas em
solu¢do. Estas observag¢bes vdao de encontro a descrigdes prévias que indicam a maior
eficiéncia das MNPs em bioseparagcGes (Aguilar-Arteaga et al., 2010; Frimpong et al., 2010;
Kullolli et al., 2010). Em particular, a forma globular e a grande area de ligagdo promovem
interac¢des tridimensionais e indmeros locais onde podem ocorrer as ligagdes com as
glicoproteinas, resultando numa taxa de recuperagdo proteica superior quando comparada

com outros suportes de enriquecimento (Lin et al., 2006).

No futuro deverdo também ser realizados ensaios comparativos de controlo com
outras estratégias de imobilizagdo, para uma melhor comparacdo da sensibilidade e

especificidade das nanoparticulas sintetizadas. Uma das estratégias de imobilizacdo que pode
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ser utilizada como comparativo sdo as micro-beads, que estdo disponiveis comercialmente,

pois sdo as mais semelhantes as sintetizadas neste trabalho.

3.4. Afinidade das MNP@Lectinas com as Glicoproteinas

A afinidade das MNP®@Lectinas para com as glicoproteinas foi avaliada recorrendo a
incubacdo de fetuina (3.5, 17.5, 87.5, 175 e 250 pug/mL). A fetuina, nas mesmas concentracdes
foi, também, des-O- e des-N-glicosiladada pelo uso do TFMS (como descrito no material e
métodos) de forma a avaliar as interac¢des inespecificas das MNP@Lectinas com as proteinas
ndo glicosiladas. A eficiéncia da desglicosilacdo foi confirmada por SDS-PAGE depois da
coloragdo com PAS para os glicanos e Azul de Coomassie para as proteinas (Figura 11, Material

e Métodos).

Os resultados apresentados na Figura 16 revelam quantidades residuais de proteinas
(<10 pg/mg de lectina; <1 pg de proteina) foram recuperados na incubacdo com fetuina ndo
glicosilada. Este dado foi observada nas trés lectinas estudadas para concentragdes superiores
a 3.5 pyg/mL, e tornaram-se mais pronunciadas com o aumento da quantidade de fetuina.
Assim é possivel concluir que poder-se-a esperar maiores interac¢Ges inespecificas quanto

maior for a quantidade de proteina utilizada.
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Figura 16. Proteina recuperada depois da incubagdao com diferentes concentragdes
de fetuina glicosilada e desglicosilada com A) MNP@ConA, B) MNP@WGA e ()
MNP@MA. Os dados apresentados sdo médias = desvio padrdo (triplicados de
n=3). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 em comparagdo com a concentragdo
anterior.

Na presenga da fetuina glicosilada, todas as lectinas demonstraram maior afinidade em
relacdo aos resultados obtidos com fetuina desglicosilada. Em particular, para uma
concentracdo de 3.5 pg/mL de fetuina, as lectinas estudadas apresentavam recuperacoes
entre 60 a 100% superiores quando contrastadas com a mesma concentragdo de fetuina

desglicosilada. Assim podemos afirmar que a afinidade das MNP@Lectinas para com os

dominios glicosilados ficou demonstrada.

O grafico da Figura 16 e a Tabela 4 demonstram, também, que as MNP@ConA atingem

a sua capacidade maxima de ligacdo para uma concentracdo de fetuina de 17.5 pg/mL (que
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corresponde a 3.2 ug de fetuina capturada). Isto corresponde a uma capacidade de ligacdo de

40 pg de fetuina/mg de lectina e a 1.4 ug de Man/mg de lectina (0.1 pug de Man no total).

A capacidade maxima de imobilizacdo das MNP@WGA foi de 45 pg de fetuina/mg de
lectina (5.4 g de fetuina), imobilizagdo atingida para uma concentracdo de 87.5 pug/mL. Estes
valores correspondem a uma concentracdo de 2.2 pg/mg de lectina de GIcNAc (0.3 pg de

GIcNAc capturada).

No caso das MNP@MA, a recupera¢cdo maxima atingida foi na ordem dos 30 pg de
fetuina /mg de lectina (2.7 pg de fetuina), observada para uma concentragdo de fetuina de
175.0 ug/mL, que corresponde a uma recuperagdo de acidos sidlicos de 1.5-2.4 pg/mg de

lectina (0.1-0.2 pg de acidos sialicos).

Em resumo, estes ensaios demonstraram que o método de sintese para a obtencdo
das MNP@lectinas é altamente versatil, dado que permitiu a imobilizacdo de diferentes
lectinas de um modo funcional. E possivel, com estes dados, afirmar que a sintese teve
resultados muito satisfatérios. Utilizando a fetuina como glicoproteina de referéncia permitiu,

também, estabelecer limites maximos de recuperacdo para estas trés lectinas.

3.5. Recuperagao selectiva de glicoproteinas em soro, urina e saliva

O potencial deste método analitico foi demonstrado através da recuperagdo selectiva
de glicoproteinas em trés fluidos humanos distintos: soro, saliva e urina. Estes trés fluidos
foram escolhidos devido as suas diferentes composi¢des, perfil proteico e a grande utilizagao
clinica destes para o estudo de novos biomarcadores de interesse. As glicoproteinas foram
isoladas de extractos com concentragdes de proteina de 250 pg/mL (50 ug de proteina) sendo,
assim, uma concentracdo acima da capacidade de ligacdo maxima determinada para as trés
lectinas (Tabela 4). As proteinas foram depois de isoladas com as lectinas, foram reduzidas,
alquiladas e digeridas com tripsina (tal como descrito no Material e Métodos) antes da sua

analise tandem-shotgun por nano-HPLC-MALDI-TOF/TOF.

Esta metodologia de analise permitiu a identificagdo de um total de 180 proteinas, nos
trés biofluidos (Anexo 1 e Figura 17): 90 proteinas no soro (Anexo 1 e Figura 17A), das quais 58
foram capturadas com a ConA, 67 com a WGA e 54 com a MA; 81 proteinas na urina (Figura

17B), das quais 34 foram capturadas com a ConA, 43 com a WGA e 33 com a MA; e 68
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proteinas na saliva (Figura 17C), das quais 48 foram capturadas com a ConA, 39 com a WGA e

37 com a MA.
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Figura 17. Representagdo em diagrama de Venn do numero de proteinas comuns e Unicas
recuperadas por cada MNP@Lectinas em A) soro, B) urina e C) saliva.

A distribuicdo das proteinas capturadas e identificadas pelas trés lectinas em cada um

dos biofluidos utilizados foi representada num diagrama de Venn (Figura 17). Tendo em conta
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a informacdo obtida através da Uniprot e com a predicdo dos locais de glicosilagdo recorrendo
ao uso das ferramentas bioinformaticas NetNGlyc 1.0 e do NetNGlyc 3.1 (Anexo 1) foi
verificado que cerca de 90% das proteinas identificadas estavam, previsivelmente, glicosiladas.
Das 180 proteinas identificadas, 71% (124 proteinas) foram previstas como O-glicosiladas pelo
NetOGlyc 3.1. Contudo 30% destas ndo apresentavam o péptido sinal esperado necessdrio
para a glicosilacdo. No entanto, de acordo com a Uniprot, apenas 23% das proteinas
previsivelmente O-glicosiladas apresentavam a glicosilacdo. Outro factor que merece destaque
foi que, das proteinas encontradas glicosiladas, duas ndao apresentavam o péptido sinal
esperado necessdrio para a glicosilacdo. Aproximadamente 70% das proteinas identificadas
foram, também, previstas como estando N-glicosiladas pelo NetNGlyc 1.0. Contudo, neste caso
0 numero de proteinas que ndo apresentavam o péptido sinal esperado necessario para a
glicosilagdo era consideravelmente maior (47%). Ainda assim, mais de 95% das proteinas
identificadas foram descritas como apresentando N-glicanos na Uniprot. Estes resultados
sugerem que o péptido sinal necessario a glicosilacio pode estar ausente das proteinas
maturadas e, assim, ndo pode ser um critério de exclusdo para a presenca da glicosilacdo. Para
além disto, cinco proteinas foram indicadas pela Uniprot como estando glicadas, que pode ter
sido um factor para que estas se conjugassem com as lectinas e fossem isoladas. De destacar,
também, a deteccdo de albumina glicada. A albumina é uma das proteinas mais abundantes
nos fluidos humanos, dai advém a dificuldade do seu isolamento. A glicacdo da albumina,
podendo ser algo que ocorre naturalmente (Day et al., 1979), poderd, caso os niveis de
albumina glicadas sejam muito elevados, servir como biomarcador para Diabetes mellitus

(Roohk et al., 2008).

Entre os 10% de proteinas marcadas como ndo-glicosiladas, cerca de 50%
correspondem a proteinas de baixo peso molecular, sugerindo que as MNP@Lectinas podem
ser mais susceptiveis a interac¢Oes ndo-especificas com péptidos e pequenas proteinas. A
existéncia de interac¢Ges ndo-especificas entre proteinas também poderad ter contribuido para
este fendmeno. A albumina, por exemplo, pode estar associada com muitas das proteinas
identificadas, pois uma das suas fun¢bes é o transporte de proteinas. As ligacbes ndo
especificas foram observadas, na sua maioria, na saliva (16%, enquanto na urina foram de 6% e
no soro de 3%). Esta observa¢do deveu-se, fundamentalmente, as muitas proteinas de baixo
peso molecular, assim como péptidos, com um tamanho entre os 7 e os 20 kDa (cistatinas,
estaterinas e SMR3B). O comportamento diferencial da saliva reflecte as subtilezas particulares
deste fluido, como é o caso da abundancia em mucinas (MUC5B e MUC7, que se ligam as

lectinas). Estes arranjos macromoleculares podem, pela sua dimensdo, capturar pequenas
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proteinas e péptidos no seu interior (como as estaterinas) num efeito de sandwich (lontcheva
et al., 1997; Soares et al., 2004). Para além disso, a saliva apresenta uma grande variedade de
pequenos péptidos como resultado da enorme actividade proteolitica existente na cavidade
oral (Vitorino et al., 2009), que sdo propensos a glicosilacdo, tal como foi recentemente

demonstrado para proteinas ricas em prolinas (Vitorino et al., 2010).

No geral, a pequena percentagem de ligacdes inespecificas apresentada pelas
MNP@Lectinas deve ser destacada. Os resultados superiores das MNP@Lectinas sdao ainda
mais pronunciados quando comparados com outros estudos glicoprotedmicos feitos em
fluidos humanos utilizando estratégias de imobilizacdo convencionais. Em particular, a
conjugacdo de agarose@ConA obteve mais de 30% de capturas ndo-especificas em urina
(Wang et al., 2006), o que contrasta com os 6% obtidos pelas MNP@ConA. Ligacdes nao-
especificas elevadas foram, também, obtidas por Sparbier et al. (2007) com microparticulas
magnéticas da Bruker Daltonik GmbH em soro. As glicoesferas@ConA obtiveram 23% (contra
3% das MNP@ConA) de ligagdes ndo-especificas, as glicoesferas@WGA 23% também (contra
6% das MNP@WGA). A possibilidade de redugdo das ligagdes ndo-especificas pelas
MNP @Lectinas é de importancia vital para o estudo de glicoproteinas, pois permite o aumento

de locais de ligacdo para os ligandos de interesse e evita a perda das proteinas de interesse.

A maioria dos estudos em glicoproteinas usando enriquecimento com lectinas em
fluidos humanos apoiam-se na ConA e, fundamentalmente, em fluidos como o soro e, em
menos quantidade, a urina mas ndo na saliva. De facto, transportar esta estratégia para a
saliva foi bastante complexo, devido as dificuldades em optimizar as condigdes operacionais.
Estas dificuldades deveram-se, sobretudo, a grande concentracdo de mucinas presentes na
saliva. Ainda assim, nos resultados obtidos em estudos que as metodologias sdo comparaveis
(em soro e urina), esta metodologia apresentou uma recuperagdo superior no nimero de
proteinas. Por exemplo, as MNP@ConA recuperaram mais 30 proteinas que a agarose@ConA
quando aplicadas ao soro humano (Madera et al., 2008). Entre estas estdo incluidas a B-2-
glicoproteina 1 e o angiotensinogénio, duas glicoproteinas presentes no soro em
concentragdes na ordem dos 0.00001 gL™* (Sparbier et al., 2007). Esta observagdo demonstra a
capacidade das MNP@Lectinas de recuperar glicoproteinas quando a concentracdo das
mesmas é muito baixa. Também no soro, Sparbier et al. (2007) reportaram um ndmero
semelhante de proteinas recuperadas pelas glicoesferas@ConA e glicoesferas@WGA e as
mesmas lectinas imobilizadas em MNPs. Contudo, tal como o descrito previamente, o grau de

inespecificidade foi bastante mais elevado (23% frente a 3%).

47



As propriedades superiores das MNP@Lectinas foram, também, evidenciadas em
estudos com urina humana. Nomeadamente, Feng et al. (2009) recuperaram 12 glicoproteinas
utilizando agarose@ConA, em contraste com as 34 glicoproteinas recuperadas neste estudo
com as MNP@ConA. Além disto, as colunas capilares monoliticas de escala nano associadas a
ConA e as MNP@ConA demonstraram um numero similar de proteinas identificadas (35
glicoproteinas), evidenciando a eficiéncia das nanoplataformas. Dentro dos estudos realizados
em urina humana, apenas um (Wang et al.,, 2006) descreveu um numero superior de N-
glicoproteinas na urina recorrendo a agarose@ConA (43 com a agarose@ConA frente as 34
com MNP@ConA aqui obtidas). Ainda assim tem de ser evidenciado que estes resultados
derivaram de diversos passos de enriquecimento, utilizando tranches de 100 ug de proteinas
urinarias que foram, depois, separadas por SDS-PAGE, LC de fase reversa/MS/MS e LC/MS/MS
bi-dimensional. Esta estratégia contrasta com a utilizada neste trabalho, uma andlise shotgun

baseada num Unico passo de enriquecimento com pools de 50 ug de proteina.

Assim, as MNP@Lectinas apresentaram, nos trés fluidos, niveis baixos de ligacdo nao-
especifica e uma grande quantidade de proteinas capturadas, quando comparadas com
suportes convencionais de imobilizacdo. Para além disto, ficou demonstrado o seu potencial
para a recuperacao de glicoproteinas que estdo presentes em quantidades muito baixas nos
diversos fluidos e oferecem a oportunidade de ultrapassar as limitagdes técnicas quando se
trabalha com saliva humana. Também se deve referir que grande parte das técnicas utilizadas
comummente requerem colunas de deple¢do para remogao das proteinas mais abundantes
(Madera et al., 2005; Hao et al., 2009) antes da utilizagdo das lectinas, ao contrario do que se
passa com as MNP@Lectinas, que podem ser usadas sem necessidade de grandes
manipulagdes prévias. A afinidade diferencial das glicoproteinas em cada um dos fluidos
humanos para as diferentes lectinas pode ajudar a separar as proteinas em relagao a presenca
ou auséncia de glicosilagdo, assim como ajudar no estabelecimento de padrbes de interesse

para diversos estudos clinicos.
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4. Conclusoes

O presente trabalho descreve a sintese e a optimizacdo de uma plataforma de
enriquecimento selectivo de glicoproteinas em fluidos humanos recorrendo ao uso de
nanoparticulas magnéticas associadas a lectinas. As particulas ferro-magnéticas foram
revestidas com silica, funcionalizadas com grupos amina e acopladas com lectinas utlizando o
DSS como ponte de ligacdo. Este tipo de sintese provou ser altamente versatil pois permitiu a
imobilizacao de diferentes lectinas de modo funcional. Para além disto, uma estratégia
melhorada para a preservagdo da integridade das glicoproteinas aquando da sua imobilizacdo
juntos das MNPs foi, também, testada. Foi observado que a protecgdo das lectinas recorrendo
aos seus acuUcares-alvo antes da imobilizacdo melhorou a captura das mesmas
consideravelmente, quando comparado com as lectinas imobilizadas sem proteccdo. Este
efeito foi mais pronunciado para a ConA (aumento de 40%) e para a MA (aumento de 90%).
Pensa-se que este efeito se deveu a preservacdo dos locais de ligacdo das lectinas pelos

acucares-alvo.

As MNP@Lectinas obtidas desta forma demonstraram melhores resultados quando
comparados com outros suportes de imobilizacdo. Nomeadamente, a MNP@ConA exibiu 5
vezes mais afinidade para com a fetuina e a ovalbumina quando comparada com a
Sepharose@ConA, utilizando a mesma quantidade de lectina imobilizada. Para além destas
observagdes, as MNP@Lectinas possibilitaram a identificagdo de um maior ndmero de
glicoproteinas em fluidos humanos, estendidas numa maior gama de concentragdes. Estas
observagdes estdo de acordo com estudos anteriores que enaltecem a superiores
propriedades funcionais das MNPs (Gijs et al., 2004; Xu et al., 2004). Nomeadamente, a grande
superficie e forma globular demonstradas pelas MNPs foi descrita como sendo promotora de
interacgdes tridimensionais suportando diversos locais de ligacdo entre os ligandos e os

receptores, resultando numa elevada recuperacdo de proteinas (Lin et al., 2003).

Para além destes resultados, as MNP@Lectinas também demonstraram uma alta
especificidade para os dominios glicosidicos e baixos niveis de ligagdes nao-especificas,
particularmente tendo em conta os complexos fluidos humanos onde foi aplicada como é o

caso do soro, da urina e, fundamentalmente, da saliva.

Globalmente, as MNP@Lectinas comprovaram ser uma alternativa eficiente aos
suportes de imobilizagdao disponiveis actualmente. Assim, constituem uma ferramenta de

grande valor para o isolamento de glicoproteinas presentes em quantidades diminutas em
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fluidos humanos de grande complexidade e poderdo ser utilizadas na investigacao futura de

biomarcadores de interesse em diferentes areas.
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Anexo 1. Lista de proteinas capturadas com as MNP@Lectinas ordenadas pelo peso molecular.

Soro Saliva Urina Descrito Previsto

Numero » » o |© =2

de ':::'::dd: Nome da Proteina Mw (Da) :ta_; g <§t :f; 5 <§t <§ 5 <§t }i }i l% j§ f§

Acesso o = o 3 o = = = = |3 3

© z © & &
Q8WXI7 MUC16_HUMAN Mucin-16 2353428 X X X - 2 2
Q8NF91 SYNE1_HUMAN Nesprin-1 1011028 X - - - *0 -
Q8WXHO SYNE2_HUMAN Nesprin-2 796442 X - - - *0 -
Q8WXG9 GPR98_HUMAN G-protein coupled receptor 98 692674 X - - - 0 -
Q9HC84 MUC5B_HUMAN Mucin-5B 596340 X X X X X - o -
Q9Y6R7 FCGBP_HUMAN  IgGFc-binding protein 572017 X - X - |lo -
A2VEC9 SSPO_HUMAN SCO-spondin 547504 X - X - (6] -
Q9NZJ4 SACS_HUMAN Sacsin 521126 X - - - *0 -
P04114 APOB_HUMAN Apolipoprotein B-100 515605 X X X - X - - -
Q14517 FAT1_HUMAN Protocadherin Fat 1 506278 X - X - o -
P98160  PGBM_HUMAN Sf;fgzwc;“negia;:;idﬁc heparan sulfate 468830 X X X - |lo -
Q685J3 MUC17_HUMAN Mucin-17 451741 X X X - o -
QOvDD8 DYH14_HUMAN Dynein heavy chain 14, axonemal 399895 X - X - (0] N
Q9H251 CAD23_HUMAN Cadherin-23 369525 X - X - (0] N
P24043 LAMA2_HUMAN Laminin subunit alpha-2 343905 X - X - (0] *N
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Q9Y493
Q86YZ3

Q9UGM3

QONTG1

Q14008
043451

Q81ZD2

Q99666

Q8NI35

Q9Y238

POCOL5
POCOL4
P01031
P01024
A6NE52
P20742
P01023
Q01955
P49790
Q9UMD9

P08603

ZAN_HUMAN
HORN_HUMAN

DMBT1_HUMAN

PKDRE_HUMAN

CKAP5_HUMAN
MGA_HUMAN

MLL5_HUMAN

RGPD5_HUMAN

INADL_HUMAN

DLEC1_HUMAN

CO4B_HUMAN
CO4A_HUMAN
CO5_HUMAN
CO3_HUMAN
K1875_HUMAN
PZP_HUMAN
A2MG_HUMAN
CO4A3_HUMAN
NU153_HUMAN
COHA1_HUMAN

CFAH_HUMAN

Zonadhesin
Hornerin
Deleted in malignant brain tumors 1 protein

Polycystic kidney disease and receptor for egg
jelly-related protein

Cytoskeleton-associated protein 5
Maltase-glucoamylase, intestinal
Histone-lysine N-methyltransferase MLL5

RanBP2-like and GRIP domain-containing
protein 6

InaD-like protein

Deleted in lung and esophageal cancer protein
1

Complement C4-B

Complement C4-A

Complement C5

Complement C3

WD repeat-containing protein KIAA1875
Pregnancy zone protein
Alpha-2-macroglobulin

Collagen alpha-3(1V) chain

Nuclear pore complex protein Nup153
Collagen alpha-1(XVIl) chain

Complement factor H

305573

282390

260735

255449

225495

209852

204965

198924

196368

195684

192793

192771

188305

187148

180307

163863

163291

161813

153938

150419

139096

*0

*0

*0

*0

*0

*0

*0

*N

*N

*N

*N

*N

*N

*N

*N

*N
*N

*N
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P02452

P02461

Q5TIE3

A4D2P6

P07996

Q9ULH1

P00450
Q08174
P19823
043707
Q14624
P12814
P19827
Q8IWU5
P02671
015394
P00747
P06396
P05164
P01833

P16070

CO1A1_HUMAN

CO3A1_HUMAN

VW5B1_HUMAN

GRD2I_HUMAN

TSP1_HUMAN

ASAP1_HUMAN

CERU_HUMAN
PCDH1_HUMAN
ITIH2_HUMAN
ACTN4_HUMAN
ITIH4_HUMAN
ACTN1_HUMAN
ITIH1_HUMAN
SULF2_HUMAN
FIBA_HUMAN
NCAM2_HUMAN
PLMN_HUMAN
GELS_HUMAN
PERM_HUMAN
PIGR_HUMAN

CD44_HUMAN

Collagen alpha-1(1) chain
Collagen alpha-1(lll) chain

Von Willebrand factor A domain-containing
protein 5B1

Delphilin
Thrombospondin-1

Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH
domain-containing protein 1

Ceruloplasmin

Protocadherin-1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Alpha-actinin-4

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Alpha-actinin-1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Extracellular sulfatase Sulf-2

Fibrinogen alpha chain

Neural cell adhesion molecule 2
Plasminogen

Gelsolin

Myeloperoxidase

Polymeric immunoglobulin receptor

CDA44 antigen

138941

138564

133802

132276

129383

125498

122205

114743

106463

104854

103357

103058

101389

100455

94973

93046

90569

85698

83869

83284

81538

*0

*0

*0

*N

*N

*N

*N

*N

*N
*N
*N
*N
*N
*N

*N

*N
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P26927
P22079
P00736
P02788
P02787
P09871
000187
Q14515
P11021
P01042
Q6EMK4
P03952
P00734
P0O7911

P02768

P35858

Q08380

Q8TEUS8

P02748
Q96PD5

P22792

HGFL_HUMAN
PERL_HUMAN
C1R_HUMAN
TRFL_HUMAN
TRFE_HUMAN
C1S_HUMAN

MASP2_HUMAN

SPRL1_HUMAN

GRP78_HUMAN
KNG1_HUMAN

VASN_HUMAN

KLKB1_HUMAN

THRB_HUMAN
UROM_HUMAN

ALBU_HUMAN

ALS_HUMAN

LG3BP_HUMAN

WFKN2_HUMAN

CO9_HUMAN
PGRP2_HUMAN

CPN2_HUMAN

Hepatocyte growth factor-like protein
Lactoperoxidase

Complement C1r subcomponent
Lactotransferrin

Serotransferrin

Complement Cl1s subcomponent
Mannan-binding lectin serine protease 2
SPARC-like protein 1

78 kDa glucose-regulated protein
Kininogen-1

Vasorin

Plasma kallikrein

Prothrombin

Uromodulin

Serum albumin

Insulin-like growth factor-binding protein
complex acid labile subunit

Galectin-3-binding protein

WAP, kazal, immunoglobulin, kunitz and NTR
domain-containing protein 2

Complement component C9
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

Carboxypeptidase N subunit 2

80320

80288

80119

78182

77064

76684

75702

75208

72333

71957

71713

71370

70037

69761

69367

66035

65331

63941

63173

62217

60615

*N

*N

*N
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P04196
Q8TCTS
P04745
P19961
P04746
P07237
P06576
P02675
P08697
P04004
P04217
P18428
P01019
P02774
P01008
P10909
P02790
P02679
P80303

P01871

Q8N4FO0

Qo6lY4

HRG_HUMAN
PSL2_HUMAN
AMY1_HUMAN
AMY2B_HUMAN
AMYP_HUMAN
PDIA1_HUMAN
ATPB_HUMAN
FIBB_HUMAN
A2AP_HUMAN
VTNC_HUMAN
A1BG_HUMAN
LBP_HUMAN
ANGT_HUMAN
VTDB_HUMAN
ANT3_HUMAN
CLUS_HUMAN
HEMO_HUMAN
FIBG_HUMAN
NUCB2_HUMAN

IGHM_HUMAN

BPILI_HUMAN

CBPB2_HUMAN

Histidine-rich glycoprotein

Signal peptide peptidase-like 2A
Alpha-amylase 1

Alpha-amylase 2B

Salivary alpha-amylase

Protein disulfide-isomerase

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Fibrinogen beta chain
Alpha-2-antiplasmin

Vitronectin

Alpha-1B-glycoprotein
Lipopolysaccharide-binding protein
Angiotensinogen

Vitamin D-binding protein
Antithrombin-III

Clusterin

Hemopexin

Fibrinogen gamma chain
Nucleobindin-2

Ig mu chain C region

Bactericidal/permeability-increasing protein-
like 1

Carboxypeptidase B2

59578

58143

57768

57710

57707

57116

56560

55928

54566

54306

54254

53384

53154

52964

52602

52495

51676

51512

50196

49307

49172

48424

*0

*N

*N

*N
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P01011
P01009
P36955
P06727

P00738

P13473

P35462
014791
P04220
P00790
P60709
P01860
P02812
P08571
P27169
P02765
P00739
P02760
P04280
P51884
P02749

Q6P5S2

AACT_HUMAN

A1AT_HUMAN

PEDF_HUMAN
APOA4_HUMAN

HPT_HUMAN

LAMP2_HUMAN

DRD3_HUMAN
APOL1_HUMAN
MUCB_HUMAN
PEPA_HUMAN
ACTB_HUMAN
IGHG3_HUMAN
PRB2_HUMAN
CD14_HUMAN
PON1_HUMAN
FETUA_HUMAN
HPTR_HUMAN
AMBP_HUMAN
PRP1_HUMAN
LUM_HUMAN
APOH_HUMAN

CFO58_HUMAN

Alpha-1-antichymotrypsin
Alpha-1-antitrypsin

Pigment epithelium-derived factor
Apolipoprotein A-IV

Haptoglobin

Lysosome-associated membrane glycoprotein

2

D(3) dopamine receptor
Apolipoprotein L1

Ilg mu heavy chain disease protein
Pepsin A

Actin, cytoplasmic 1

Ig gamma-3 chain C region

Basic salivary proline-rich protein 2
Monocyte differentiation antigen CD14
Serum paraoxonase/arylesterase 1
Alpha-2-HS-glycoprotein
Haptoglobin-related protein
Protein AMBP

Basic salivary proline-rich protein 1
Lumican

Beta-2-glycoprotein 1

UPFQ0762 protein C6orf58

47651

46737

46312

45399

45205

44961

44225

43974

43057

41977

41737

41287

40799

40076

39731

39325

39030

38999

38546

38429

38298

37926

*0

*0

*0

*0

*N

*N
*N

*N

*N

*N

*N
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P01876
Q02985
P01877
P02649
P01857
P01861
P01859
P10451
P08574
P23280
P25311
P35030
P10163
Q04118
P02647
Q8WVN6
Q8NHM4
P02747
P02743
Q8IUK8
P02763
A8MT79

Q96DA0

GHA1_HUMAN
FHR3_HUMAN
IGHA2_HUMAN
APOE_HUMAN
IGHG1_HUMAN
IGHG4_HUMAN
IGHG2_HUMAN
OSTP_HUMAN
CY1_HUMAN
CAH6_HUMAN
ZA2G_HUMAN
TRY3_HUMAN
PRB4_HUMAN
PRB3_HUMAN
APOA1_HUMAN
SCTM1_HUMAN
TRY6_HUMAN
€1QC_HUMAN
SAMP_HUMAN
CBLN2_HUMAN
A1AG1_HUMAN
ZAGL1_HUMAN

ZG16B_HUMAN

Ig alpha-1 chain C region

Complement factor H-related protein 3
Ig alpha-2 chain C region
Apolipoprotein E

Ilg gamma-1 chain C region

Ilg gamma-4 chain C region

Ilg gamma-2 chain C region
Osteopontin

Cytochrome c

Carbonic anhydrase 6
Zinc-alpha-2-glycoprotein

Trypsin-3

Basic salivary proline-rich protein 4
Basic salivary proline-rich protein 3
Apolipoprotein A-1

Secreted and transmembrane protein 1
Putative trypsin-6

Complement C1q subcomponent subunit C
Serum amyloid P-component
Cerebellin-2

Alpha-1-acid glycoprotein 1

Putative zinc-alpha-2-glycoprotein-like 1

Zymogen granule protein 16 homolog B

37655

37323

36526

36154

36106

35941

35901

35423

35422

35367

34259

32529

31352

30980

30778

27039

26539

25774

25387

24084

23512

22980

22739

*0

*0

*0

*0

*0

*0

*N
*N

*N

*N
*N

*N

*N
*N
*N

*N
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P05090

P41222

P02810

P12273

P03950

P61626

P09228

P01037

P01036

P28325

P68871

P02766

P69905

P35542

P13987

P18136

P02775

P02735

P06312

P06702

095183

P01777

P04433

APOD_HUMAN
PTGDS_HUMAN
PRPC_HUMAN
PIP_HUMAN
ANGI_HUMAN
LYSC_HUMAN
CYTT_HUMAN
CYTN_HUMAN
CYTS_HUMAN
CYTD_HUMAN
HBB_HUMAN
TTHY_HUMAN
HBA_HUMAN
SAA4_HUMAN
CD59_HUMAN
KV313_HUMAN
CXCL7_HUMAN
SAA_HUMAN
KV401_HUMAN
S10A9_HUMAN
VAMP5_HUMAN
HV316_HUMAN

KV309_HUMAN

Apolipoprotein D

Prostaglandin-H2 D-isomerase

Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2

Prolactin-inducible protein
Angiogenin

Lysozyme C

Cystatin-SA

Cystatin-SN

Cystatin-S

Cystatin-D

Hemoglobin subunit beta
Transthyretin

Hemoglobin subunit alpha
Serum amyloid A-4 protein

CD59 glycoprotein

Ig kappa chain V-Ill region HIC

Platelet basic protein

Serum amyloid A protein

Ig kappa chain V-IV region (Fragment)

Protein S100-A9

Vesicle-associated membrane protein 5
Ig heavy chain V-IIl region TEI

Ig kappa chain V-IIl region VG (Fragment)

21276

21029

17016

16572

16550

16537

16445

16388

16214

16080

15998

15887

15258

14747

14177

14089

13894

13532

13380

13242

12805

12803

12575

*0

*0

*0

*N

*N

*N

*N
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P01620

P01619

P01834

POCG04

P81605

P02652

P02656

P05109

PO1621

P59666

P02654

P02814

P02808

KV302_HUMAN
KV301_HUMAN
IGKC_HUMAN
LAC1_HUMAN
DCD_HUMAN
APOA2_HUMAN
APOC3_HUMAN
S10A8_HUMAN
KV303_HUMAN
DEF3_HUMAN

APOC1_HUMAN

SMR3B_HUMAN

STAT_HUMAN

Ig kappa chain V-IIl region SIE
Ig kappa chain V-IIl region B6
Ig kappa chain C region

Ig lambda chain C regions
Dermcidin

Apolipoprotein A-ll
Apolipoprotein C-lll

Protein S100-A8

Ig kappa chain V-IIl region NG9 (Fragment)
Neutrophil defensin 3
Apolipoprotein C-I

Submaxillary gland androgen-regulated protein
3B

Statherin

11775

11636

11609

11348

11284

11175

10852

10835

10729

10245

9332

8188

7304

A O-glicosilacio foi prevista usando o NetNGlyc 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc) e a N-glicosilagio com o NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc),

2 A sequéncia era demasiado longa para ser processada pelo NetNGlyc e NetOGlyc, (*) Sequéncia sem o péptido sinal.
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