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RESUMO

VIEIRA, Edileuza Marcelo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023.
Preparagao de um novo compdésito nanohibrido magnético para o enriquecimento
de proteinas de baixa abundancia em amostra de soro sanguineo com foco na
busca de biomarcadores de doengas humanas. Orientador: Prof. Dr. Jemmyson
Romario de Jesus.

No presente estudo, a eficiéncia da nanoesfera magnética (FesOa4) revestida com L-
histidina (L-his) foi avaliada para enriquecer proteinas de baixa abundancia no soro
humano. A analise quimiométrica forneceu condi¢gdes 6timas para concentrar proteinas
de baixa abundancia, reduzindo a faixa dinamica dos niveis de proteina na amostra de
soro. Trés fatores independentes (temperatura, razdo de massa e pH) foram testados. A
condicdo O6tima alcangada foi usando temperatura (42°C), proporgcédo (3:1,
nanomaterial/amostra) e pH (5,5). O estudo cinético revelou que a adsorg¢ao de proteinas
na superficie da nanoesfera magnética monocamada segue um modelo de pseudo-
segunda ordem com R?=0,9153. Experimentos de isoterma de adsorgéo revelaram alta
capacidade de adsorcdo de proteinas na superficie da nanoesfera, indicando uma
capacidade maxima tedrica de adsorgdo (gmax) de 123,45 mg g'. A eficiéncia do
enriquecimento de proteinas de baixa abundancia na amostra de soro foi avaliada por
eletroforese em gel (SDS-PAGE). Além disso, quando comparado ao método que utiliza
solvente organico (acetonitrila), o FesOs@L-his apresentou eficiéncia adequada para
simplificar a amostra de soro. Usando MALDI-TOF/TOF, aproximadamente 50 proteinas
foram identificadas usando Fe3Os@L-his. Esses resultados mostram que FeszOs@L-his
pode ser uma alternativa rapida, robusta e simples para enriquecer proteinas de baixa
abundancia no soro humano, surgindo como uma importante estratégia na busca por

biomarcadores de doengas humanas.

Palavras-chave: Protebmica, biomarcadores, preparo de amostra, nanomaterial,

otimizagao multivariada.



ABSTRACT

VIEIRA, Edileuza Marcelo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, august 2023.
Preparation of a new magnetic nanohybrid composite for the enrichment of low-
abundance proteins in a blood serum sample with a focus on the search for

biomarkers of human diseases. Advisor: Prof. Dr. Jemmyson Romario de Jesus.

In the present study, the efficiency of magnetic nanosphere (Fe30a4) coated with L-histidine
(L-his) was evaluated to enrich proteins of low-abundance in human serum. The
chemometric analysis provided optimal conditions to concentrate low-abundance
proteins, reducing the dynamic range of protein levels in the serum sample. Three
independent factors (temperature, mass ratio and pH) were tested. The optimal condition
achieved was using temperature (42°C), ratio (3:1, nanomaterial/sample) and pH (5.5).
The kinetic study revealed that the adsorption of proteins on the surface of the monolayer
magnetic nanosphere follows a pseudo-second order model with R?=0.9153. Adsorption
isotherm experiments revealed high capacity of protein adsorption on the surface of the
nanosphere, indicating a maximum theoretical adsorption capacity (qmax) of 123.45 mg g
1. The efficiency of enrichment of low-abundance proteins in the serum sample was
evaluated by gel electrophoresis (SDS-PAGE). Furthermore, when compared to the
method using organic solvent (acetonitrile), FesO4@L-his showed adequate efficiency to
simplify the serum sample. Using MALDI-TOF/TOF, approximately 50 proteins were
identified using FesO4@L-his. These results show that FesO4@L-his can be a fast, robust
and simple alternative to enrich low-abundance proteins in human serum, emerging as an

important strategy in the search for biomarkers of human diseases.

Keywords: Proteomics, biomarkers, sample preparation, nanomaterial, multivariate

optimization
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1. INTRODUGAO

As doengas humanas sao condi¢des patologicas ou alteragdes fisiologicas que
afetam a saude e o funcionamento do corpo humano’. As doengas humanas podem ser
causadas por uma variedade de fatores, que incluem fatores genéticos e ambientais, tais
como estilo de vida e fatores socioeconémicos?. As doencas humanas podem ser
temporarias ou crénicas, leves ou graves, e podem afetar diferentes sistemas e érgaos
do corpo3.

O sangue (plasma ou soro) € uma das amostras mais importante para o
monitoramento da saude humana e é comumente usada nas praticas meédicas,
permitindo o diagndstico e o acompanhamento do tratamento das doengas humanas’.
Isso ocorre porque o sangue circula por todo o corpo, transportando diversos elementos,
como celulas, horménios, proteinas, metabdlitos e até mesmo microrganismos, o que
possibilita obter um perfil geral e atual do sistema biolégico. Nesse sentido, a analise do
sangue pode fornecer informagdes cruciais sobre o estado de saude geral do individuo e
ajudar na identificacado, diagndstico e monitoramento de varias condicbes médicas por
meio de biomarcadores.

Os biomarcadores (ou marcadores bioldgicos) s&o definidos como substancias ou
entidades mensuraveis que podem fornecer informagdes sobre processos bioldgicos,
condigbes de salide ou o estado de uma doenga®. Eles s&o fundamentais para a medicina
personalizada, diagndstico precoce, monitoramento de doengas e desenvolvimento de
tratamentos eficazes*®. Os marcadores bioldgicos (proteinas, lipideos, metabdlitos entre
outros) tém mostrado forte associacdo com diferentes tipos de doengas, tais como:
cancer’8, doencas cardiovasculares®'? e até mesmo doencas psiquiatricas'’ e tém sido
amplamente utilizados como método auxiliar no diagnéstico de doengas enddcrinas e
inflamatorias cronicas, como, por exemplo, diabetes'? e artrite degenerativa'®. Por
exemplo, a glicose é considerada um biomarcador da condigdo do diabetes. A proteina
PSA (Antigeno Prostatico Especifico) € considerada um biomarcador para condi¢gao de
tumor prostatico. Corroborando com esses dados, Khalil et al'* sugeriram proteinas de
neurofilamentos como biomarcadores em disturbios neurolégicos a partir sangue,

indicando lesdo neuronais.
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Embora os biomarcadores sejam uma ferramenta importante para monitorar a
saude humana, a sua descoberta impde diversos desafios. De um modo geral, a etapa
de descoberta de biomarcadores esta relacionada a aplicagéo de estratégias 6micas que
visam extrair e identificar possiveis biomarcadores em amostras bioldgicas (tecido,
célula, fluido)'™. Entre as estratégias 6micas mais aplicadas na busca de biomarcadores,
a protedbmica é destaque.

A protebmica permite avaliar o conjunto de proteinas em uma determinada
amostra biologica, evidenciando possiveis diferengas nos niveis proteicos, quando ha
alguma condicao patolégica. O proteoma sanguineo representa uma das fontes
inesgotaveis de biomarcadores de doencas humanas. No entanto, a complexidade da
amostra é o principal gargalo a busca por biomarcadores®.

Embora a composigdo do sangue seja bastante diversificada, cerca de vinte
proteinas representam aproximadamente 90% de seu conteudo total, sendo chamadas
de proteinas de alta abundancia'’. Entre estas proteinas de alta abundancias, destacam-
se as imunoglobulinas, albumina, transferrina, mioglobina e haptoglobina, que s&o
consideradas as top cinco proteinas mais abundantes no sangue humano. Em estudos
que focam a busca de biomarcadores de doencas humanas, proteinas de alta
abundancia podem interferir na deteccao de proteinas de baixa abundancia (potenciais
biomarcadores), exigindo métodos de preparos de amostras eficientes para simplificar a
amostra, e permitir a sua deteccédo'®19,

Algumas abordagens tém sido reportadas como estratégias para simplificar o
sangue humano, por exemplo a tecnologia ProteoMiner®?° e colunas de imunodeplecédo?’
tém sido utilizadas para remover proteinas abundantes, principalmente a albumina
presente no soro sanguineo. Estas estratégias tém permitido a detecgdo de componentes
proteicos minoritarios presentes no sangue. Apesar da eficacia de tais métodos, o custo
para aquisi¢cao dos métodos de deplegao ¢é alto, tornando assim necessario a busca por
novas alternativas mais acessiveis. Além disso, algumas dessas abordagens n&do sao
reutilizaveis, como por exemplo os kits comerciais.

Nesse sentido, ha um grande esforgo por parte dos pesquisadores da proted6mica
em desenvolver novos materiais de baixo custo e reutilizaveis, capazes de simplificar

amostras bioldgicas complexas, inclusive de sangue, e que permitam o enriquecimento
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de proteinas de baixa abundancia com potencial para serem biomarcadores de doengas
humanas.

Nesse cenario, as nanoparticulas magnéticas (Fe3O4) tém apresentado grande
potencial para diversas aplicagdes tecnoldgicas, incluindo a remog¢do de proteinas
abundantes em amostras biologicas e o enriquecimento de proteinas de baixa
abundancia.

Assim, a hipétese que orientou esse trabalho de mestrado foi: pode nanoesferas
magnéticas (FesOa4) revestidas com L-histidina (L-his) enriquecer proteinas de baixa
abundancia por meio de interagdes mais especificas?

Para avaliar essa hipodtese, nanoparticulas magnéticas revestidas com L-his
(FesOs@L-his) foram sintetizadas, caracterizadas e aplicadas em amostras de sangue
humano. Analise multivariada foi planejada para obter a condig¢ao ideal para simplificar a
amostra de soro humano, usando Fe3sO4@L-his. Além disso, estudo de reusabilidade do
material preparado foi realizado a fim de avaliar a aplicabilidade do nanomaterial em

analises de rotinas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomarcadores de doengas humanas

A identificagdo de biomarcadores, voltados para o diagndstico € uma ferramenta
essencial para detectar possiveis anormalidades ou disfungcdes no corpo humano. Esses
marcadores bioldgicos s&o recursos importantes em pesquisas médicas e nas praticas
clinicas, pois auxiliam na deteccéo precoce de doengas, monitoramento de tratamentos
e avaliagdo do estado de salde dos individuos®. A selegdo e validagdo de biomarcadores
exigem atengao a sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade e correlagédo com o efeito
observado. Essas caracteristicas sdo essenciais para garantir que os biomarcadores
sejam confiaveis e Uteis para o diagndstico e monitoramento de doengas humanas. Além
disso, é desejavel que sejam nao invasivos e apresentem especificidade em relacao a
exposicao de interesse em estudos epidemioldgicos. A validagao rigorosa é fundamental
para garantir a relevancia e eficacia dos biomarcadores em aplicagbes clinicas e de

pesquisa?®?.
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Em 1989, o termo biomarcador foi introduzido para descrever uma substancia que
serve como indicador de um estado especifico no organismo. Essa definicdo destaca a
ampla aplicabilidade dos biomarcadores em diversos campos da medicina e pesquisa,
fornecendo informagdes valiosas para avaliagbes e diagnosticos relacionados a saude.
Sua versatilidade os torna ferramentas essenciais para avangar o conhecimento médico
e aprimorar os cuidados clinicos®. J4 em 2001, o Grupo de Definigdes de Biomarcadores
dos Institutos Nacionais de Saude dos EUA (NIH) propdés uma descrigdo para
biomarcadores, considerando-os como caracteristicas mensuraveis e objetivas que
indicam processos biolégicos normais, patolégicos ou respostas a tratamentos
terapéuticos. Essa definicdo ressalta a importancia dos biomarcadores como ferramentas
fundamentais para compreender a saude, a doenga e desenvolver abordagens
terapéuticas adequadas?3.

Os biomarcadores desempenham um papel crucial na deteccdo de doengas, no
acompanhamento da saude e no monitoramento da eficacia de intervengdes médicas.
Sua importancia é indiscutivel para uma abordagem médica mais precisa e
personalizada, contribuindo significativamente para pesquisas clinicas, identificacdo de
alvos terapéuticos e desenvolvimento de tratamentos mais eficazes?*. Exemplos
concretos sao observados em condigdes como diabetes e disturbios cardiovasculares,
nos quais os niveis elevados de glicose e lipoproteina de baixa densidade,
respectivamente, representam biomarcadores caracteristicos das doencas*.

Existem varias fontes para a obtencdo de biomarcadores, tais como saliva,
sangue, liquido cefalorraquidiano, urina e tecidos. Essas amostras bioldgicas sao
fundamentais para a pesquisa e diagndstico médico, fornecendo informacgdes valiosas
sobre os processos fisioldgicos e patoldgicos do organismo. Essa variedade de fontes
permite uma abordagem abrangente na busca por biomarcadores relevantes, essenciais
para o diagnostico, progndstico e monitoramento de diversas doencgas. Esses
biomarcadores desempenham um papel crucial tanto na pesquisa cientifica quanto na
pratica clinica®.

Os biomarcadores podem ser classificados de acordo com a presenca e o efeito

de uma dada substancia no organismo. Assim, os biomarcadores podem ser
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classificados como: (i) biomarcadores de exposicao, (ii) biomarcadores de efeito e (iii)
biomarcadores de suscetibilidade.

(i) biomarcadores de exposicdo confirmam a presenca de substancias no

organismo;

(i) biomarcadores de efeito registram as alteragdes biolégicas causadas por

essas substancias no organismo;

(i)  biomarcadores de suscetibilidade indicam a resposta individual a tais

substancias.

Esses indicadores norteiam as pesquisas para uma ciéncia mais precisa e
possibilitam a implementacdo de uma medicina personalizada, permitindo abordagens
mais eficazes para a salide e bem-estar do individuo?>?°. A escassez de biomarcadores
pode dificultar a distingdo de doencas, especialmente as doencgas psiquiatricas, em que
o diagndstico ¢ dado exclusivamente pela experiéncia do médico psiquiatrico’. Além
disso, a auséncia de biomarcadores pode impedir a descoberta de tratamentos ou
mesmo a detecgdo dos estagios iniciais de uma doenga?“.

Uma solucdo adotada por pesquisadores para enfrentar a escassez de
biomarcadores validados é a investigacdo do proteoma do sangue humano (plasma e
soro). Essa abordagem utiliza as proteinas presentes nesses fluidos como
biomarcadores para diagndstico precoce, progndstico e monitoramento da progressao de
doencgas. A anadlise dessas proteinas permite identificar variagdes significativas que
indicam a presenca de patologias em estagios iniciais, possibilitando intervengdes
terapéuticas mais precoces e eficazes. Além disso, a pesquisa no proteoma do sangue
fornece informagodes sobre a eficacia dos tratamentos e permite ajustes personalizados?5.
A area de estudo e aplicagdo de biomarcadores tem sido objeto de grande interesse e
atividade, especialmente com o surgimento de novas tecnologias 6micas, como a
protedmica. Essas inovacbes tém impulsionado significativamente a pesquisa e o
desenvolvimento de biomarcadores, oferecendo novas perspectivas para diagndésticos
mais precisos e tratamentos personalizados. A pesquisa nessa area é de grande
importancia para melhorar a compreensao e o manejo de doengas humanas, contribuindo

para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes de tratamento e cuidados?3.
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2.2 Proteoma do sangue e os desafios na busca de biomarcadores

O termo "proteoma" refere-se ao conjunto de proteinas expressas por uma célula,
tecido ou organismo em um determinado momento?®. A protedmica é uma area de
conhecimento avancada de pesquisa que tem como objetivo analisar e quantificar as
proteinas presentes em um organismo utilizando diversas técnicas de separagao e
identificacdo2%30, Além disso, ela estuda as interagdes e mudangas que ocorrem em
resposta a condigdes fisioldgicas ou patoldgicas®. Ao utilizar a proteémica, é possivel
obter uma descri¢ao detalhada do conjunto de proteinas de uma organela e do ambiente
em que estdo inseridas, contribuindo para uma compreensdo mais profunda dos
processos biolégicos?’.

O avancgo da proteémica tem possibilitado a condugdo de estudos abrangentes
sobre a expressao de proteinas em diversos tecidos e fluidos corporais3?33. Através dela,
€ possivel realizar a investigacdo detalhada do proteoma, incluindo a expressao,
estrutura, fungdes, interagdes e modificagdes das proteinas em todas as fases?®'. Essa
evolugdo, proporciona novas oportunidades para obter informagdes relevantes sobre
diferentes processos que ocorrem no organismo humano?.

Esse campo de pesquisa € de grande relevancia nas neurociéncias,
especialmente ao mapear as proteinas presentes nos tecidos cerebrais. Essas
informacbes sao importantes para a compreensao das complexas doencas
neurodegenerativas e para a identificagdo de marcadores que possibilitam o diagnéstico
precoce dessas doencgas?3. A protedmica também tem aplicagdo na bioquimica clinica. A
andlise das proteinas no plasma humano € uma ferramenta valiosa para identificar
alteragdes biolégicas e manifestacdes de patologias que se refletem nos niveis de
proteinas plasmaticas. Essa abordagem permite detectar diversas anomalias e fornece
informagdes cruciais para o diagnodstico e tratamento de doengas®. Em suma, a
proteOmica desempenha um papel essencial na compreensdo dos mecanismos
biolégicos, na descoberta de biomarcadores e no desenvolvimento de medicamentos
com alvos especificos?%31,

Devido a sua facilidade de obtencgao, disponibilidade, além de proporcionar uma
visao abrangente do sistema biologico e conter uma grande quantidade e variedade de

proteinas, o sangue humano é uma amostra biolégica frequentemente utilizada em
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ensaios clinicos. O soro sanguineo consiste em dezenas de milhares de diferentes
espécies de proteinas que abrangem uma faixa de concentracao de cerca de 10 ordens
de magnitude'”. Essa complexidade torna a busca por biomarcadores uma tarefa
desafiadora na area de protedmica. A concentragao de proteinas no sangue pode variar
amplamente, o que inclui tanto proteinas altamente abundantes quanto proteinas de
menor abundancia. Embora a composi¢ao do sangue seja altamente diversa, acredita-se
que apenas vinte e duas proteinas compreendam cerca de 99% do conteudo proteico
total do soro sanguineo. Nesse grupo de 22 proteinas, conhecidas como proteinas mais
abundantes, estado inclusas a albumina, a mioglobina, as imunoglobulinas, transferrina e
haptoglobina'”-35, Embora essas proteinas tenham um papel funcional no sangue, elas
podem interferir na identificacdo de biomarcadores de doengas humanas'. Em estudos
que focam na descoberta de biomarcadores de doengas humanas, as proteinas de alta
abundancia sdo importantes interferentes, sendo recomendado equalizar sua
concentracédo, destacando-se as proteinas de menor abundancia, que sao potenciais
biomarcadores36-38.

Nesse contexto, torna-se necessario um preparo de amostra a fim de remover as
proteinas abundantes e superar a complexidade do proteoma sanguineo®. Apesar dos
enormes avangos na instrumentacédo analitica, até o momento nao existe um método
universal para realizar esse preparo. Portanto, muitos protocolos diferentes para depletar
proteinas abundantes podem ser encontrados na literatura, como por exemplo: (i)
colunas de HPLC contendo anticorpos para as proteinas mais abundantes, (ii) colunas
de spin (velocidade), (iii)) o uso de produtos quimicos, ou mesmo (iv) kits sofisticados
usados para comprimir a faixa dinAmica das proteinas em vez de esgota-las [26-28],

Park e colaboradores®, por exemplo, relataram cadeia leve de neurofilamento
(NFL) combinada com proteinas amildides e tau como biomarcadores para diagnosticar
e monitorar o progresso da doenga de Alzheimer4?. De Jesus et al., por sua vez,
identificaram treze diferentes proteinas que podem estar associadas ao transtorno bipolar
(TB)*'. E importante observar que para todos os estudos citados acima, pelo menos uma
condigao de preparagao da amostra foi usada para minimizar a complexidade da amostra
de sangue antes da analise por espectrometria de massa, como colunas de

imunodeplecao ou kits comerciais (por exemplo, ProteoMiner ®). No entanto, apesar da
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maioria dessas estratégias resolverem parte da complexidade do sangue, e embora
sejam eficazes, algumas estratégias apresentam limitagées, como baixo rendimento da
amostra, perda nao especifica de proteinas-albumina e problemas de especificidade de
espécie e custo elevado*?*3. Além disso, algumas dessas abordagens ndo s&o
reutilizaveis tornando necessario, a busca por novas estratégias que sejam
ambientalmente sustentavel e economicamente vantajosas. Nesse sentido, ha um
grande esforgo por parte dos pesquisadores da protebmica em desenvolver novos
materiais de baixo custo e reutilizaveis, capazes de simplificar amostras biolégicas
complexas, inclusive de sangue, e que permitam o enriquecimento de proteinas de baixa
abundancia com potencial para serem biomarcadores de doengas humanas?*4-46.

Araujo et al.*” por exemplo, relataram um novo nanomaterial hibrido a base de
magnetita revestido com nanoparticulas de ouro semelhantes a morangos, em meio
aquoso, para esgotar proteinas de alta abundancia de amostras de soro*’. Porém, neste
estudo, os autores utilizaram uma etapa quimica prévia para simplificar a amostra,
evidenciando a baixa eficiéncia do nanomaterial preparado para remover proteinas de
alta abundancia. Em outro estudo, de Jesus et al.?° relataram nanoparticulas magnéticas
cruas para esgotar proteinas de alta abundancia de amostras de sangue em apenas uma
etapa, mostrando o potencial da magnetita bruta para esgotar proteinas de alta
abundancia formando proteinas corona?® Embora os autores tenham observado
remogao significativa de proteinas usando nanoparticulas magnéticas cruas, eles
também observaram baixa especificidade para o enriquecimento de proteinas de baixa

abundancia.

2.3 Nanomateriais para aplicagcées em estudos clinicos

A definicdo de nanotecnologia surgiu em 1959, quando o fisico americano Richard
Phillips Feynman prop0s a aquisicdo de materiais em dimensdes nanométricas (<100
nm)*- A partir de entdo, a nanotecnologia tem revolucionado as diferentes areas do
conhecimento.

A nanotecnologia se concentra na manipulagdo, controle e aplicagédo de

nanomateriais para desenvolver novos produtos, dispositivos e processos com
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funcionalidade aprimorada, permitindo diversas aplicagbes tecnoldgicas, eletrdnica,
energética e biomédicas*8-,

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) constituem um importante grupo de
nanoparticulas (NPs) que podem ser compostos por uma variedade de materiais como
ligas metdlicas, e 6xidos metalicos®'. As propriedades magnéticas fazem com que as
NPMs assumam propriedades distintas de outras NPs%2, permitindo diversas aplicagdes
(bio) analiticas. As nanoparticulas de 6xidos magnéticos sdo compostas principalmente
por magnetita (Fe3O4) e por hematita (Fe203)%3. Elas tém apresentado grande potencial
para diversas aplicagdes tecnoldgicas, como o0 armazenamento de informacgdes, uso em
dispositivos  eletronicos, diagndsticos médicos®*, tratamento anticAncer por
magnetohipertemia, carreadores de farmacos, separagdo magnética de células®>>" e
remocgao de proteinas abundantes em amostras bioldgicas etc*.

A vantagem do uso de NPMs esta na sintese desses materiais, que é simples e
de baixo custo, além de serem biocompativeis, apresentar baixa toxicidade e alta
capacidade de funcionalizag&o®®.

As principais rotas sintéticas de NPMs envolvem (i) a coprecipitagdo, (ii)
microemulsao, (iii) decomposig¢ao térmica, (iv) solvotérmica, e (v) sonoquimica, além
outras®60,

Tenzer et al., reportaram a sintese de NPs de silica para simplificar o plasma de
sanguineo humano*®6'. Como resultado, os pesquisadores observaram satisfatéria
reducao da complexidade da amostra. Em outro estudo, Araujo et al., mostraram através
de seus experimentos a eficacia no uso de NPMs revestidas em ouro na deplecao de
proteinas presentes no soro na busca de potenciais biomarcadores para o diagndstico e
controle de progressédo do mieloma multiplo®. Além disso, de Monopoli e colaboradores
reportaram que as MNPs adsorvem menos proteinas do complemento do plasma em
concentragdes plasmaticas mais altas*%.62,

A Tabela 1 resume alguns trabalhos descritos na literatura que apresentam
nanomateriais aplicados em estudos para simplificar a amostra de sangue com foco em

descobrir biomarcadores de doencas humanas.



Tabela 1- Nanomateriais reportados na literatura para simplificar amostras biolégicas com foco em biomarcadores

Nanoparticula Funcionalizagcao Sensibilidade Amostra biolégica Ref.
ZrAs-Fes01s@SiO2 Grupo Arseniato 10 fmol L~ Soro Humano 63
FesOs@Au - - Soro Humano 64
FesOs@PDA Polidopamina (PDA) 2 fmol L Soro Humano 65
FesOs@PDA@Zr@MOF  Polidopamina (PDA) 1 fmol L Soro Humano 66
Fe3sOs@MIL-100 - 0,5 fmol L Soro Humano 67
y- FesO4@REVO4 - 1x10° mol L Soro Humano 68
FesOs@LnPO4 - - - 69
Fes04@SiO2PVA-Cel(1V) - 5x10° mol L™ Soro Humano 70
Fes04s@GO Oxido de Grafeno - Soro bovino 4

AuNPET - - Soro 72
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O mecanismo que rege o processo de deplegcdo de proteinas de amostras
bioldgicas na superficie de NPs ainda nao esta bem claro, no entanto, acredita-se que a
depender do tipo de funcionalizagdo, as proteinas podem ser adsorvidas na superficie
das NPs por meio de interagdes de Van der Waals, ligacdo de hidrogénio, intera¢des

eletrostaticas ou interacdes hidrofdbicas.

2.4 Técnicas analiticas aplicadas na busca por proteinas candidatas a
biomarcadores de doengas humanas

2.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional

A eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional com dodecil-sulfato de
sédio (SDS-PAGE) é uma técnica amplamente utilizada para separar proteinas baseadas
em seu tamanho molecular’. Essa técnica & importante em estudos protedmicos,
permitindo a analise da composicao proteica de diversas amostras bioldgicas e clinicas.
A Figura 1 ilustra uma as etapas envolvidas em uma analise eletroforética baseada em
SDS-PAGE.

Figura 1- Representagdo esquematica de uma separacgao eletroforéticas unidimensional (SDS-
PAGE) aplicadas em estudos protedmicos.
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Nas separacodes eletroforéticas, o gel de poliacrilamida é preparado através da
polimerizacdo de monémeros de acrilamida e bisacrilamida em uma solugédo aquosa
(etapa 1 da Figura 1). A proporgao entre os dois monémeros determina a porosidade do
gel, sendo comum o uso de gel com concentragao entre 5% a 20% (m/v) de acrilamida,
dependendo do tamanho das proteinas a serem alcangadas. O polimero resultante forma
uma matriz tridimensional com poros de diferentes tamanhos?4.

Antes de aplicar a amostra no gel de poliacrilamida, € comum trata-las com um
detergente aniénico chamado dodecil sulfato de sédio (SDS), que desnatura as proteinas
e confere uma carga negativa proporcional a massa das proteinas (etapa 2 da Figura 1).
Isso permite que as proteinas sejam separadas principalmente com base em seu
tamanho, superando a influéncia da carga elétrica original das proteinas?®.

Quando uma corrente elétrica é aplicada ao gel (etapa 3 da Figura 1), as proteinas
processadas migram para o polo positivo através da matriz de poliacrilamida. As
proteinas sao retidas, na malha polimérica, durante a sua migragao eletroforética, com
proteinas menores passando mais rapidamente pelas porosidades do gel do que
proteinas maiores’®. As proteinas de maior massa molecular tendem a ficar retidas na
parte superior do gel.

ApOs a separacao eletroforética, as proteinas sao frequentemente marcadas com
corantes, tal como o Coomassie Blue, que permitem a sua visualizacao (etapas 4 e 5 da
Figura 1). O padréo resultante de bandas indica a distribuicdo das proteinas com base
em seus tamanhos moleculares. Marcadores de tamanho conhecido (pesos moleculares)
sao, geralmente, usados para estimar o tamanho das proteinas desconhecidas retidas
no gel.

Lemanska-Perek et al. 7" reportou o uso de SDS-PAGE aliado a técnica de
espectrometria de massas (EM) para identificar potencias biomarcadores de cancer de
bexiga a partir do plasma sanguineo. Nesse estudo, foi possivel identificar trés grupos de
proteinas com diferenca relativas em seus niveis para pacientes e controles saudaveis.
O primeiro grupo compreendeu formas modificadas de transferrina, fibrinogénio gama e
complemento C3b que estava ausentes em individuos saudaveis. O segundo grupo foi
composto por haptoglobina, alfa-2-macroglobulina, proteina de ligagao a vitamina D e
pigmento derivado do epitélio, que foram observadas nas amostras cancerigenas em
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grandes quantidades. Por fim o terceiro grupo consistiu em trés formas de imunoglobulina
M (IgM), cuja abundéancia relativa foi significativamente menor nas amostras de pacientes
com cancer’’.

Em estudos de busca de biomarcadores de doencas humanas, a separagao
eletroforética é aplicada em uma etapa prévia a andlise envolvendo a técnica de
espectrometria de massas, simplificando a complexidade da amostra e permitido uma

analise mais precisa.

2.4.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analitica poderosa e versatil
utilizada para identificar e quantificar moléculas com base em sua razdo massa/carga
(m/z)"8. A técnica de EM tem sido amplamente aplicada na identificagdo, caracterizagao
e quantificacdo de biomarcadores em estudos de doengas humanas’®. Esta técnica se
baseia em trés importantes etapas: (i) ionizacao; (ii) separagao dos ions; e (iii) detec¢ao
dos ions. A Figura 2 ilustra uma representagao esquematica dos fundamentos da técnica
de EM.

Figura 2 - Representagao dos fundamentos da espectrometria de massas aplicadas em
estudos de protedmica com foco em biomarcadores de doengas humanas.
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O processo de ionizagdo da mostra € realizado para converter as moléculas
neutras em ions carregados, uma vez que os ions sdo mais faceis de serem manipulados
magneticamente, permitindo a sua separagdo com base em sua razdo massa/carga (m/z)
7880 Existem varias técnicas de ionizagdo, no entanto as mais comuns s&o: (i) a ionizagdo
por eletrospray (ESI)8'82 e (ii) a ionizagdo e dessorgio a laser assistida por matriz
(MALDI)®.

A diferenca entre ESI e MALDI esta associada a condigdo da amostra. A ionizagao
por ESI ocorre a partir de solu¢gdes aquosas, enquanto a ionizagao por MALDI, o extrato
peptidico se encontra em estado s6lido misturada a uma matriz acida que potencializa a
ionizacao apos a incidéncia do laser.

Apds o processo de ionizagdo, os ions gerados sdo entdo acelerados pela
aplicagdo de um campo elétrico e magnético para o interior de analisador de massas®*.
Os analisadores de massas sao responsaveis por separar os ions gerados a partir de
sua razao m/z. Os analisadores de massa mais comuns incluem espectrdbmetros de
tempo de voo (TOF) 8, espectrémetros de quadrupolo (Q)®, espectrometros de
armadilha i6nica (ion trap)®’88, e orbitrap®®%° entre outros. Os analisadores de massa
aplicam campos elétricos e/ou magnéticos para separar os ions de acordo com suas
massas. Isto resulta em uma distribuicdo de sinais de diferentes m/z, que sao coletados
para gerar o espectro de massa. Os ions separados sao detectados por um detector que
mede a intensidade dos sinais em fungéo do tempo de chegada ou posigao, dependendo
do tipo de analisador de massa usada®'. A deteccgéo é feita eletronicamente, convertendo
0s sinais em pulsos elétricos que sdo amplificados e registrados. O resultado final da
espectrometria de massas € o0 espectro de massa, que € um grafico que mostra a
intensidade dos sinais (ions) detectados em fungéo das razées m/z’880 (Figura 2). Cada
pico no espectro representa um ion com uma massa especifica. A interpretacdo dos
espectros de massa envolve a identificacao dos ions e a deteccao da massa molecular
das apresentadas na amostra. Isso pode ser feito comparando os picos do espectro com
bancos de dados de espectros de massas conhecidos ou usando softwares de
identificacdo e analise de dados.

Shu et al.®? reportou uma estratégia proteémica fazendo usado da técnica de

espectrometria de massa combinada com eletroforese em gel e validagdo protedmica
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para identificar potenciais biomarcadores da COVID-19, usando o plasma sanguineo
como amostra bioldgica. Ao final do estudo, os autores sugeriram um painel de onze
proteinas como potencias marcadores de uma condig&o de infecgdo por SARS-CoV-I1%,

Em outro estudo, Bader et al.%® apresentam uma estratégia protedmica baseada
em EM altamente reprodutivel para detecgédo de biomarcadores de doenga de Alzheimer
(DA) a partir do liquido cerebrospinal de 197 individuos. Como resultado, os
pesquisadores observaram diferengcas nos niveis de proteinas de pacientes com DA.
Proteinas com ligagdes fortes a neurodegeneragéo, tais como tau, SOD1 e PARKY7, foram
observadas em altos niveis para os pacientes com DA, confirmando que tais proteinas

podem ser utilizada para o diagndstico precoce da doenga®.

3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e aplicar um novo material nanohibrido baseado em
nanoparticula magnética, e grupo ligante (L-histidina) como um novo adsorvente de baixo
custo para enriquecimento de proteinas de baixa abundancia em amostras de soro

sanguineo humano com foco na busca de biomarcadores de doencas humanas.

3.2 Objetivos especificos

¢ Sintetizar o material nanohibrido (Fe3sOs@L-his).

e Caracterizar o nanomaterial usando nano hibrido as técnicas de Infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR), Andlise termogravimétrica (TGA), Difragao
de po6 de raios X (DRX), Microscopia eletrénica de varredura (MEV), Potencial zeta
e Dispersao dinamica de luz (DLS), Analise elementar de carbono, hidrogénio e
nitrogénio (CHN).

e Realizar o estudo do ponto de carga zero (pHrcz),

e Encontrar a melhor condicdo para a remoc¢ao das proteinas majoritarias (albumina

e imunoglobulina) usando Fe3O4@L-his sintetizado, usando analise multivariada.
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envolvendo trés fatores: (i) a razdo massa/massa entre adsorvente e amostra, (ii)
pH do meio, e (iii) tempo de incubacéao (planejamento fatorial);
e Tracar o perfil do soro sanguineo apdés o processo de deplecdo, usando
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
¢ |dentificar as proteinas adsorvidas na superficie de FesOs@L-his;

e Realizar estudo de reusabilidade de Fe3sOs@L-his.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Produtos Quimicos e Reagentes

Com excecao dos reagentes utilizados para a sintese da nanoesfera magnética,
todos os reagentes apresentaram alto grau de pureza (>95%). Cloreto de ferro (lll)
hexahidratado, citrato de sodio (NasCit.2H20) e etilenoglicol foram obtidos da Synth (Sao
Paulo, Brasil). Padrao de amostra de soro e L-histidina foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Missouri, EUA). Etanol, dodecil sulfato de sédio (SDS) e acetonitrila foram obtidos da
Dinamica Quimica (Sao Paulo, Brasil). Tris-base, acrilamida/bis-acrilamida, glicina, azul
de bromofenol, ditiotreitol (DTT), ureia, tioureia, glicerol, N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) foram adquiridos da GE Healthcare (Uppsala, Suécia).
B-mercaptoetanol, persulfato de aménio (APS), coomassie azul brilhante G-250 (CBB)
foram obtidos de JT Baker (Mex, México). Agua deionizada (resistividade > 18,0 MQ cm)

foi produzida usando um sistema de purificacdo de agua Millipore (Franga).

4.2 Preparacao de nanoparticulas (Fe3Oa4)

Para a preparagao da nanoesfera magnética o método desenvolvido por Zheng et
al. ®* foi aplicado. Resumidamente, aproximadamente 0,51g de FeClz.6H20, 0,90 g de
acetato de sédio e 0,15 g de NasCit.2H20 foram dissolvidos em etilenoglicol. A solugao
amarela homogénea obtida foi transferida para um reator de ago inoxidavel, e entdo

aquecida a 200 ° C por 10 h. Apds a reacao, o material preparado foi separado com um
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ima, lavado com agua e etanol e em seguida seco a uma temperatura de 40 °C por 4

horas.

4.3 Preparacgao de Fes04@L-his

Nanoparticulas de Fe3O4 (0,18 g) foram dispersas em 15,00 mL de solugédo de
etanol: agua (1:1, v/v), 0,20 g de Cu(NOs)2 e 17,00 yL de HCI (37%, m/v). Em seguida,
5,00 mL de solugao de etanol: agua (1:1, v/v) contendo 0,40 g de L-his foram adicionados
a suspensao acima. A mistura foi agitada com ultrassom a temperatura ambiente por 60
min. O nanomaterial foi coletado com um imé e lavado com solugéo de etanol: agua (1:1,

vIv).

A eficiéncia de carregamento (LE, %) de L-his na superficie da nanoparticula foi
definida como a razdo entre a concentragéo de equilibrio (Cequilibrio) e a concentragao

inicial (Cinicial) de L-his, conforme descrito pela equagéao 1:

Cequilibrio

LE (%): x 100 (Equagéo 1)

Cinicial

4.4 Caracterizagao da Fe3O4@L-his

4.4 1 Difracao de raio X em p6

A analise por difracédo de raio X (DRX) permite determinar a estrutura cristalina de
materiais sélidos®. A técnica de DRX em po utiliza um feixe de raios X para interagir com
o material cristalino em po, apresentado em um padrao caracteristico de difracdo devido
a dispersao dos raios X pelos planos de atomos na estrutura cristalina. Esse padrao de
difracao é registrado e analisado para obter informagdes sobre a organizagao atdbmica do
material®-%,

Para obter informagdes da estrutura cristalina, a analise de difracdo de raios X em
po6 foi realizada a temperatura ambiente usando um difratdmetro Rigaku com geometria

Bragg-Brentano em modo continuo na faixa 206 de 25 a 700° usando radiagao CuKa.
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4.4.2 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) permite medir as mudangas de massa de uma
amostra a medida que a temperatura é controladamente aumentada durante o
experimento®”. Por meio da TGA, é possivel investigar as propriedades térmicas e o
comportamento de diferentes materiais. A técnica é especialmente util para estudar a
estabilidade térmica, determinar a composicdo, identificar componentes volateis e
analisar processos de reacao e reagdes quimicas que ocorrem na amostra durante o
aquecimento®,

Através da curva termogravimétrica, é possivel identificar os eventos térmicos da
amostra, tais como perdas de massa relacionadas a liberagdo de agua ou solventes,
mudancgas de fases, reagcbes de dissolugdo, entre outros. Essas informacgbes sao
essenciais para compreender as caracteristicas do material sintetizado®°.

Nesse estudo, TGA foi realizada em uma termobalanca (2950, TA Instruments).
Para isso, aproximadamente 3,00 mg de solido sintetizado foram colocados em porta
amostras de alumina e as analises posteriores foram realizadas. As amostras foram
analisadas sob fluxo de nitrogénio (50 mL min-') aquecido de 25 a 900°C, a uma taxa de

aquecimento de 10°C min-".

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar a morfologia e estrutura da superficie das nanoparticulas sintetizada,
a microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada’®. MEV é uma técnica de
imagem que utiliza feixes de elétrons para obter imagens de alta resolugao. Neste estudo,
as imagens de MEV foram adquiridas com um microscépio JEOL JSM-360 - LV operando
a 20 kV com imagens eletrbnicas secundarias. As amostras foram analisadas em um
porta amostras Cu-Zn metalizado com uma camada de ouro de 10 nm (revestimento por

pulverizagao catddica Bal-tec MEDO020).

4.4.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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A andlise por infravermelho foi realizada para avaliar a eficiéncia da
funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas pelo ligante (L-his). Um FT-IR (Nicolet
6700, Thermo Fisher Scientific inc., Waltham, MA, EUA) equipado com um acessorio ATR
com um cristal de germanio foi utilizado para verificar a funcionalizagcdo do nanomaterial.

O monitoramento foi feito na faixa do infravermelho médio (4000 - 400 cm™).

4.4.5 Analise elementar por CHN

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) do material
sintetizado foi realizada em um instrumento Varian MACRO, equipado com um detector
de condutividade. O tubo de combustao foi montado a 1150°C e o tubo de reducéo a
850°C. A sulfanilamida foi utilizada como CHN padrao. A analise elementar CHN permite
confirmar as informacdes obtidas pela analise do FT-IR evidenciando ou nao a

funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas.

4.4.6 Potencial Zeta

O potencial zeta é uma ferramenta fundamental para compreender o
comportamento coloidal de suspensdes e emulsées’?'192. O potencial zeta é determinado
pela distribuicdo de cargas elétricas na superficie das particulas coloidais e € influenciado
pelas propriedades do dispersante (geralmente um liquido). Quando particulas coloidais
se dispersam em um liquido, elas podem adsorver ions da solugao, adquirindo uma
camada de cargas elétricas na superficie. Esse fenbmeno € conhecido como "dupla
camada elétrica". Se o potencial zeta é alto e as particulas tém cargas opostas, as
particulas coloidais tendem a se dispersar e se manter em suspensio estavel, pois as
cargas elétricas repelem umas as outras, evitando que as particulas se agreguem. Por
outro lado, se o potencial zeta é baixo, ou as particulas tém cargas semelhantes, as
forcas de atragdo podem superar as forcas de repulsdo, levando a aglomeracéo e

formacao de agregados.
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O potencial zeta é realizado através de técnicas onde se aplica um campo elétrico
as particulas em suspensao e se mede sua velocidade de condugdo. Com base nessa
velocidade, pode-se calcular o potencial zeta'92103,

Nesse estudo, o potencial zeta foi medido por mobilidade eletroforética usando um
Zetasizer® nano-ZS ZEN 3600 (modelo Malvern, Reino Unido), enquanto o tamanho de
particula e o indice de polidispersao (PDI) foram medidos por dispersao dinamica de luz
(DLS). Antes das medic¢des, as amostras foram diluidas em agua ultrapura e solugéo
aquosa de NaCl 10 mmol L' (para medir o potencial Zeta) de acordo com as instrugdes

dos fornecedores.

4.5 Determinagao do ponto de carga zero (pHecz)

O método descrito por Mahmood et al. 1% com pequenas modificagbes foi usado
para avaliar a carga de ponto zero (pHrecz). Este método é baseado na mudanga de pH.
Resumidamente, foram preparadas solu¢des aquosas de NaCl 0,100 mol L-' com volume
de 50,00 mL. Em seguida, o pH inicial das solucdes, variando entre 2,0 e 11,0, foi
ajustado com solugbes de HCl e NaOH, ambas com concentragdo de 0,100 mol L-'. Em
seguida, cerca de 50,00 mg de material foi adicionado a cada solugéo, e as misturas
resultantes foram colocadas sob agitagdo mecénica (20 rpm) por 24 horas a temperatura
ambiente. O pHrcz é determinado no pH no qual a carga superficial liquida do material &
zero. Neste pH, a diferenga entre o pHfinal € 0 pHinicial (ApH) € zero. ApH foi determinado

pela equagao 2:

ApH: prinal — PHiniciar (EqQuagéo 2)

4.6 Experimento de adsorgao

O estudo de adsorgao de proteinas em Fe3O4@L-his foi realizado pelo método
descrito por Gul et al. 1% com poucas modificacdes. Para este estudo, a albumina de soro
bovino (BSA) foi usada como padréo de proteina. Quantidades conhecidas de material
sintetizado (12,00 mg) foram incubadas com solucao de BSA (1,50 mL) de concentragdes
conhecidas (5-20 yg mL) a 42 °C por 24 horas. O pH 5,5 foi ajustado usando tampao
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citrato. Apds atingir o equilibrio, a concentragao de proteina restante foi estimada usando
um espectrofotdmetro (evolution 600, Thermo Scientific) em A 595 nm. A capacidade de
adsorcgao (Qe, mg g') do material sintetizado foi calculada de acordo com a equagéo 3:

Co—Ce ~
Q. = ((’—)V (Equacgéo 3)

m

Onde, V é o volume da solugéo de proteina (mL) e m € a massa de Fe3Os@L-his
(9). Co é a concentragao inicial de proteina (mg mL™") Ce € a concentragio de proteina
sobrenadante (mg mL"). As isotermas de adsorgdo foram ajustadas pelo modelo de
Langmuir (equacéao 4) e pelo modelo de Freundlich (equagéao 5) [94].
Ce 1 C

= +—= Equacéo 4
qe K1qi Admax (q ¢ )

Inq, = Inkp + %lnCe (Equacéo 5)

Onde, KL é a constante de equilibrio de adsorgdo de Langmuir (L mg™') relacionada a
energia de adsorg&o. qmax € a capacidade maxima de adsorcao (mg g'). Kr (mg™*n LV
g') é a constante de equilibrio de Freundlich que indica a capacidade de adsorgdo do
sistema. n representa a intensidade de adsor¢ao. Normalmente, quando n > 1, a isoterma

é favoravel, e quando n < 1, a isoterma é desfavoravel.

4.7 Estudo cinético de adsorgao

No estudo da cinética de adsorgao, aproximadamente 40,00 mg de FesOs@L-his
foram incubados com 1,50 mL de solugdo de BSA por diferentes tempos de incubacgao
até 24 horas a 42°C. Em seguida, o método de Bradford foi usado para quantificar a
proteina residual usando um espectrofotdbmetro em A = 595 nm. A concentragéo aparente
de proteina foi analisada por modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (equacgao 6) e

pseudo-segunda ordem (equagéo 7)'%.

kit
2.303

log(qe — q¢) = logq, — (Equacéo 6)

t t 1
=4 -
dc 4qe ka9c¢

(Equagdo 7)
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Onde, qt e ge referem-se a quantidade de proteina adsorvida (mg g-') em cada tempo
(min) e no equilibrio, respectivamente. K1 é a constante de taxa de reagédo de pseudo-
primeira ordem (min-'). K2 é a constante de velocidade para uma reagdo de pseudo-

segunda ordem (min-").

4.8 Amostras de soro humano

Amostras de soro humano foram utilizadas nesse estudo. As amostras foram
coletadas de voluntarios anénimos no Hospital das Clinicas da Universidade de
Campinas, Brasil em colaboragcdo com os professores Marco Zezzi Arruda (Instituto de
Quimica da UNICAMP) e Claudio Eduardo Muller (Faculdade de Ciéncias Médicas da
UICAMP), apds aprovacdo pelo Comité de Etica local (protocolo nimero 775/2010). Um

pool de quinze amostras de soro sanguineo foi utilizado para o estudo.

4.9 Preparo da amostra
4.9.1 Enriquecimento de proteinas pouco abundantes usando Fe304@L-his

Para obter a condicdo ideal para enriquecer proteinas pouco abundantes de
amostras de soro, um planejamento fatorial completo (23) foi realizado. Os fatores
avaliados foram: (i) relagdo FesOs@L-his/amostra (1:1; 1:5; 1:10 m/m); (ii) pH (5,0; 7,4 e
9,2); e (iii) temperatura (4; 25 e 37°C). A Tabela 2 mostra os niveis codificados das
variaveis independentes. A analise composta central (superficie de resposta) foi usada

para o ajuste do modelo.
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Tabela 2- Os niveis codificados das variaveis independentes.

Corrida Temperatura (°C) pH Razao
A11 0 -1,68 0
A1 -1 -1 -1
A16(C) 0 0 0
A3 -1 1 -1
A2 -1 -1 1
A6 1 -1 1
A10 1,68 0 0
A14 0 0 1,68
A7 1 1 -1
A8 1 1 1
A15 (C) 0 0 0
A9 -1,68 0 0
A5 1 -1 -1
A13 0 0 -1,68
A12 0 1,68 0
Ad -1 1 1

A Tabela 3 mostra a matriz utilizada para desenvolver o experimento (23). As
analises foram realizadas aleatoriamente, garantindo que as variaveis incontrolaveis

fossem distribuidas ao longo do experimento, evitando vieses (tendéncias).

Tabela 3- Matriz para o planejamento fatorial (23)

Cédigos Variaveis

Variaveis Simbolos 1 0 +1
Temperatura (°C) X1 4 25 37

pH X2 5.0 7.4 9.2

Razao (amostra/material) X3 1:1 1:5 1:10

Uma série de aliquotas de soro foi utilizada para verificar a influéncia do processo

de enriquecimento em proteinas de baixa abundancia. 20 uL de solugéo de soro (54 ug
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uL' da concentragdo de proteina total) foram misturados com Fe3Os@L-his (em
diferentes massas) para obter as seguintes proporgdes de material/proteina: 1:2, 1:5,
1:10. Em seguida, foi adicionado DTT 500 mM fresco (2,2 pyL) a mistura e agitado
brevemente no vortex. O pH foi ajustado usando tamp3o citrato (0,100 mol L', pH 5,0),
tampao fosfato (0,100 mol L', pH 7,4) e tampé&o carbonato (0,100 mol L', pH 9,2). A
mistura foi encubada por 90 min a uma temperatura que variou de 4 a 42°C. Apés a
extracdo da proteina, o sobrenadante e a fase solida (pellet), que continha a proteina
adsorvida na superficie da FesOs@L-his, foram separados magneticamente. O
sobrenadante foi transferido para um tubo LoBind limpo (Eppendorf). A proteina
adsorvida na superficie da FesOs@L-his foi reconstituida em 100 yL de uma solugao
contendo uréia (7 mol L) e tioureia (2 mol L-') e armazenada a -20 °C até a quantificacéo
e analise por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE).

4.9.2 Estudo de reusabilidade

O estudo de reciclabilidade foi realizado utilizando uma solug¢éo de uréia (7 mol L-
') e tioureia (2 mol L") seguida de vortex (2 min) e centrifugagédo (8 000 rpm por 5 min).
A eficiéncia de reuso foi avaliada por eletroforese em gel (SDS-PAGE). Para avaliar a
estabilidade do nanomaterial sintetizado, testes de reuso foram realizados por cinco

ciclos de adsorcéo e dessorgao.

4.9.3 Deplecao de proteinas usando solvente organico

Para este estudo, foi aplicado o protocolo, previamente descrito por Kay et al. %7
usando acetonitrila (ACN). Resumidamente, 20 pL de soro humano foram transferidos
para um microtubo eppendorf, diluidos com 40 uL de agua e agitados no voértex. Em
seguida, aproximadamente 90 uL de ACN foram adicionados e a amostra foi sonicada
por 20 min. Para separar o pellet (corpo de fundo) e o sobrenadante, o extrato foi
centrifugado por 10 minutos em temperatura ambiente a uma rotacdo de13.000 xg. Os

sobrenadantes obtidos foram transferidos para um novo microtubo, sendo a amostra
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reconstituida em 100 uL de solugdo contendo uréia (7,00 mol L), tioureia (2,00 mol L).
Em seguida, a amostra foi armazenada a -20°C até posterior quantificacdo e analise por
SDS-PAGE.

4.10 Quantificagao de proteinas

O método de Bradford foi usado para determinar a concentragdo de proteina no
sedimento e no sobrenadante. Resumidamente, uma curva analitica para BSA foi
preparada com uma faixa linear de 0,0 a 25,0 ug mL-'. Aliquotas de 3,0 a 5,0 yL de cada
amostra foram transferidas para um microtubo Eppendorf, e o reagente de Bradford foi
adicionado ao microtubo e misturado. Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente
por 5 min. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro Uv-vis e a
absorbancia foi medida a 595 nm. A curva de calibragao foi entdo usada para determinar
a concentracao de proteina nas amostras. Cada experimento foi realizado em ftriplicata.

A equacao a seguir descreve a eficiéncia de extragao de proteinas (E):

E = (Co/Co) x 100% (Equacgéo 8)
Onde, Ce é a concentragdo de proteina no equilibrio (ug mL-") e Co € a concentragdo

inicial de proteina (ug mL").

4.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

Sete microlitros (7 uL) de amostra de soro bruto ou amostra de soro tratado foram
misturados com tampao de amostra (10% v/v B-mercaptoetanol, 50% v/v glicerol, Tris-
base 40 mmol L', pH 6,8; 10% p/v SDS, 0,1% v/v azul de bromofenol) na proporgao de
1:1. A desnaturagdo complementa da amostra foi promovida por aquecimento (98 °C)
durante 3 min. Em seguida, 12% (p/p) géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram
executados para cada amostra. As condigdes das corridas eletroforéticas foram: 200 V
por 50 min. Em seguida, o gel foi corado com coomassie brilliant blue G-250 (CBB) por 1
hora e descolorido por lavagem com solugao contendo 50% (v/v) de agua, 40% (v/v) de

metanol e 10% (v/v) de acido acético por 24 horas em temperatura ambiente.
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4.12 Espectrometria de massas

Apos a etapa de digestdo com tripsina, os peptideos obtidos foram secos e
resuspensos em 4acido formico (0,1%, v/v). Posteriormente, a mistura de peptideos
resultante foi analisada por MALDI-TOF-TOF (Waters Co., Manchester, Reino Unido). O
espectrédmetro de massa foi operado no modo de ions positivos. Os espectros foram
adquiridos na faixa m/z de 600-3500. Para identificagdo de proteinas, o Mascot Server
2.3 MS/MS foi usado com os seguintes parametros: oxidagcdo de metionina como
modificagdo variavel, carbamidometilagdo de cisteina como modificacao fixa, falha de
clivagem de tripsina e tolerancia de = 0,1 Da para precursor e fragmentos de ions. O
limite de significancia foi estabelecido em um minimo de 95% (p < 0,05), correspondendo

a uma pontuagao minima de 30.

4.13 Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foram utilizados os softwares
MetaboAnalyst (versao 5), Origin® (versdo 2018) e STATITISTIC (versao 7). A Analise
de Variancia (ANOVA) foram usados para determinar as diferencas significativas entre

0s ensaios. Foram realizados ensaios em triplicado.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao da Fe3O04@L-his

A sintese bem-sucedida de Fe3O4@L-his foi totalmente caracterizada por FT-IR,
analise elementar (CHN), TGA, MEV, DRX, potencial zeta, DLS e estudo de ponto de

carga zero (pHpcz).
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5.1.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FT-IR foi empregada para certificar a modificagdo bem-
sucedida das nanoparticulas magnéticas com L-his. A Figura 3 mostra os espectros de

infravermelho para a nanoparticula bruta, L-his e o material sintetizado (FesOs@L-his).

Figura 3- Espectro na regido de FTIR onde: (-) Nanoparticula bruta de FesOs; (-) L-
histidina; (=) Material Sintetizado - FesOs@L-his

100 T T r T ™
90 |} : .
g ! | ]
o 80F 1 -
o : o
S I I
e T0F ..
E ] . 1
; ol
© 60 e I
= ' .
—— MNP ' |
50 b —Lhis ' .
— MNP@L-his I I
I I

40 1 ] 1 1 1 ']
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm-)

Na Figura 3 é possivel observar que a superficie da nanoparticula magnética foi
modificada satisfatoriamente. A banda de absor¢gdo em ~3330 cm™' pode ser atribuida as
frequéncias de alongamento da amina (-NH2) caracteristicas da L-his. Os picos de
absorgado correspondentes as frequéncias de estiramento assimétrico e simétrico do
carboxilato (COO-) podem ser observados em 1635 cm™ e 1411 cm™. Em ~2700 cm’,
os picos de absorgéao indicam frequéncias de estiramento resultantes de C-H. Além disso,
o pico em ~3400 cm™" é atribuido ao alongamento -NH de acordo com as vibragdes de

alguns aminos carboxilatos e carboxilatos'%. Além disso, a presenga de nanoparticulas
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de 6xido de ferro é evidenciada pelas fortes bandas de absor¢édo em torno de 570-590

cm' que confirmam o alongamento metal-oxigénio (Fe-0)1%8,

5.1.2 Analise elementar por CHN

A funcionalizagdo do nanomaterial foi confirmada por analise elementar de CHN
(Tabela 4). A analise elementar por CHN, fornece informacgdes basicas sobre composi¢ao
quimica de um material e sobre a presenga dos elementos Carbono, Hidrogénio e

Nitrogénio.

Tabela 4-Resultado da analise elementar (CHN) para o material sintetizado.

Material C (%) H (%) N (%)

Fe304 0,00 042 0,00

FesOs@L-his 73,05 6,48 2,59

De acordo com a Tabela 4, a analise de CHN sugere que L-his permanece

adsorvida quimicamente na superficie do 6xido de ferro.

5.1.3 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica da Fes3Os@L-his foi avaliada por meio de analise
termogravimétrica. A Termogravimetria € uma técnica que mede a variagdo da massa de
uma amostra conforme a temperatura ou tempo de aquecimento sdo controlados. E
utilizada para determinar umidade, componentes volateis, cinzas, estudar a cinética de
decomposicdo e degradacao térmica oxidativa de substancias. Essa analise fornece
informacdes essenciais sobre a composicdo e comportamento térmico de materiais

diversos?’. O termograma resultante deste estudo é apresentado na Figura 4.
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Figura 4- Termograma da decomposicao térmica de FesOs@L-his

100 F - T T T a 0,2
Mudanga em massa: -1,5 % —m—dTG
98 — TGA
= 0.1

% I . Mudanga em massa: -1 % 7
=2
T 9t - ®
o . rmeeon gemaema.d00
7 RN P o o
g 92 -L- N . \I -

109°C 588 °C
or T 0,1
285°C Mudanga emmassa: -1,8% | -
88 | Residuo
86 L 1 1 0,2
0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Com base no termograma da Figura 4, pode-se observar que ha uma perda de
peso inicial em temperaturas abaixo de 200°C para a amostra. Isso € atribuido a remogao
de residuos de agua e solvente. Apos este evento, o material apresentou uma perda de
massa de aproximadamente 2%. Quando as temperaturas continuaram subindo acima
de 250 °C, o material continuou a perder peso (~11%). Possivelmente, neste evento
térmico, ocorreu a decomposicao de L-his. Em seguida, uma lenta perda de massa de
aproximadamente 2% foi observada a 585 °C. Apds isso, a massa do material manteve-
se estavel atingindo o residuo. Esses resultados indicam que a FesO4@L-his possui
estabilidade térmica satisfatéria e que houve boa adesdo do L-his a superficie do Fe3O4

durante o processo de sintese.
5.1.4 Difratometria de raio X (DRX)
A técnica de difracdo de Raios-X é de extrema importancia na caracterizagao de

estruturas cristalinas, utilizando as células unitarias dos cristais para permitir a difracao

do feixe de raios-X em direcdes especificas. Os feixes difratados sdo entdo detectados
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com base no angulo de difragdo (26)°*%. Por meio da andlise das posigbes angulares e
da intensidade desses feixes, & possivel determinar a estrutura dos materiais de

interesse®. A fase cristalina da FezO4@L-his foi entdo investigada por DRX (Figura 5).

Figura 5- Difratograma experimental de Fe3sOs@L-his.
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O difratograma experimental da Fe3Os@L-his (Figura 5-a) mostrou boa
concordancia com a estrutura padrdo de Fes3O4 (Figura 5-b), o que provou que as
particulas alcancaram estabilidade de fase e integridade estrutural. Os principais picos
de DRX para Fe3sOs@L-his foram a 30,1°, 35,5°, 43,1°, 53,4°, 57,0° e 62,6°,
correspondendo as posi¢coes indexadas de (220), (311), (400), (422), (511) e (440),

respectivamente (Figura 5-b)"%°,

5.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analisar sua microestrutura e prever as propriedades do material sintetizado,
a microscopia eletronica de varredura (MEV) foi aplicada. Essa técnica fornece imagens

detalhadas e de alta resolugdo das superficies dos materiais, possibilitando a
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caracterizagdo da morfologia do material, composigcdo quimica e determinagdo da
estrutura®®. A estrutura morfolégica do Fe3O4 revestido com L-his foi analisada usando
MEV (Figura 6).

Figura 6- Micrografia da FesOs@L-his.

As nanoparticulas exibem predominantemente morfologia esférica, o que revela a

natureza cristalina das nanoparticulas de éxido de ferro.

5.1.6 — Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) é essencial para determinar o
tamanho hidrodinamico e a distribuicdo de nanoparticula. Ela se baseia no espalhamento
multidirecional da luz que ocorre quando a amostra € iluminada. A analise é feita através
das flutuagdes na intensidade dessa luz espalhada em um angulo especifico'"?. A analise
DLS indicou um tamanho médio de particula de 152+9 nm com um indice de

polidispersao (PDI) inferior a 0,2 (Figura 7-a). Os resultados do nanomaterial
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desenvolvido neste estudo mostraram uma distribuigdo de tamanho estreita adequada

para sistemas nanomeétricos.

Figura 7- (a) Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS); (b) Potencial Zeta

12
(a)

;\? 10
o 8
B 6
=]
@ 4 152 nm
L]
c 2

0

0.1 1 10 100 1000 10000

Tamanho (nm)

250000
2 (b) - -36 mV
i
© 200000
[
2 150000
Q
o
& 100000
<
3 50000

-200 -100 0 100 200

Potencial Zeta Aparente (mV)

O potencial Zeta indica o potencial de superficie das particulas. Considerando que
grandes forgas repulsivas tendem a impedir a agregacgao devido a colisdes ocasionais de
nanoparticulas adjacentes, um valor relativamente alto, em mddulo, do potencial Zeta
indica uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensao contendo as nanoesferas'''. A

analise do potencial zeta foi de -36,0+ -2,8 mv (Figura 7-b).

5.1.7 Experimento da determinagao do ponto de carga zero (pHrcz)

A partir do experimento pHpcz, observou-se que a Fe3sO4@L-his tem um ponto de

carga zero em pH 5,8 (Figura 8). Isso indica que, nesse pH, as cargas negativas e
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positivas presentes na superficie do nanomaterial séo iguais, resultando em uma carga
global igual a zero. Assim, observou-se que a superficie do material assume carga
negativa para pHs > 5,8 e carga positiva para pHs < 5,8, sugerindo que a adsor¢ao de

proteinas pode ser favorecida pelo ajuste do pH.

Figura 8- Estudo do Ponto de carga zero (pHpcz).
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5.2 Otimizagao multivariada para enriquecimento de proteinas de baixa abundéancia
usando Fe304@L-his

Para avaliar a condig¢ao ideal para o enriquecimento de proteinas séricas humanas
de baixa abundéancia, uma estratégia de analise multivariada foi realizada, incluindo (i)
planejamento fatorial completo (23) e (ii) delineamento composto central (DCC).

Para avaliar as variaveis independentes que podem influenciar o enriquecimento
de proteinas pouco abundantes usando Fe3zO4@L-his, um planejamento fatorial completo
foi realizado. Trés fatores foram testados: (i) relagdo amostra/material (1:1, 1:5, 1:10); (ii)
pH (5,0, 7,4, 9,2) e (iii) temperatura (4, 25, 42°C). Em seguida, o DCC foi utilizado para

avaliar a condicao 6tima do processo, dependendo da recuperacao (%) de proteinas. O
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software STATISTICS 7 foi utilizado para obtencdo dos dados estatisticos. A Figura 9
mostra os graficos de superficie de resposta obtidos para a recuperacéao de proteinas,

indicando a condigao 6tima.
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Figura 9- Analise Multivariada — (A,B,C) Gréfico tridimensional da superficie de resposta; (D,E F) Grafico das curvas de
nivel.
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Conforme mostrado na Figura 9, as condigbes ideais para o enriquecimento de
proteinas de baixa abundancia foram alcangadas usando a (i) relagdo material: amostra
de 1:3, (ii) temperatura de incubagdo a 42°C e (iii) pH 5,5. Nestas condi¢des, o
nanomaterial foi capaz de adsorver a maior quantidade de proteinas em sua superficie.
Os resultados mostrados na Figura 9 podem ser descritos usando um modelo quadratico

do tipo:
Z=-126.8+9.9*x10.1*x12+11076.5%x3-17.8*x3%-0.1*7.1*x1-161.4*x1*x3-709.8*7.1*x3+90.7

A Tabela 5 mostra o resultado da extragédo de proteina, usando Fe3zOs4@L-his apos

otimizagao multivariada.

Tabela 5- Total de proteina (ug mL-') apds planejamento fatorial completo 23

Corrida | Temperatura (°C)| pH Razao Concentragao (ug mL")
A11 0 -1,68 0 274.7184611
A1 -1 -1 -1 245.0097093

A16(C) 0 0 0 261.3733744
A3 -1 1 -1 231.8168811
A2 -1 -1 1 273.9822112
A6 1 -1 1 278.9893186
A10 1,68 0 0 225.0399544
A14 0 0 1,68 272.5276408
A7 1 1 -1 266.0294501
A8 1 1 1 243.7190219

A15 (C) 0 0 0 258.3733744
A9 -1,68 0 0 252.2805972
A5 1 -1 -1 277.5782736
A13 0 0 -1,68 291.4740354
A12 0 1,68 0 273.6842446
Ad -1 1 1 269.0156141
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A qualidade do ajuste dos dados foi avaliada usando ANOVA. A Tabela 6 mostra
ANOVA para otimizagédo DCC.

Tabela 6- Dados ANOVA para o delineamento composto central (DCC)

Soma Graus de Média
Fator Quadratica Liberdade Quadratica 9;/:) p-valor
(SQ) (GL) (MQ)
X1 293.541 1 293.5414 2.235504 0.04855
X2 664.48 1 664.4803 5.06044 0.065482
X3 851.028 1 851.0281 6.48112 0.043737
Interagdes x1 vs x2 46.899 1 46.8989  0.357165 0.571935
Interagoes x1 vs x3 544.436 1 5444365 4.14623 0.087902
Interagdes x2 vs x3 220.692 1 220.6919 1.680709 0.242457
Erro Puro 787.853 6 131.3088
Residuo Total 5038.857 15
R? 0.84364
R ajustado 0.9165

x1 — Temperatura; x» — pH; X3 — razdo (amostra: material)

Com base na Tabela 6, é possivel observar que as variaveis independentes (razdo
de massa e temperatura) influenciam significativamente a adsor¢cdo de proteinas na
superficie da nanoesfera. Além disso, observou-se que, para o método de extracao
proposto, o modelo quadratico ndo apresentou falta de ajuste ao nivel de confianca de
95%. Portanto, a FesO4@L-his pode ser usada para extrair proteinas de forma adequada
e confiavel. A Figura 10 mostra valores previstos versus valores obtidos
experimentalmente. O coeficiente de determinacgédo (R?) de 0,84 e R-ajustado de 0,91
(Tabela 6) indicam uma correlagdo adequada entre os dados, explicando
satisfatoriamente o modelo proposto.
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Figura 10- Valores observados vs previstos apds otimizacdo multivariada, usando
FesOs@L-his.
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5.3 Estudo da Isoterma de Adsorcao

As isotermas de adsorgao permitem explicar como o nanomaterial preparado
(adsorvente) interage com o analito de interesse (adsorvato), em condi¢coes de equilibrio
e temperatura constante''?. As duas principais equagdes isotérmicas (Langmuir e
Freundlich) foram utilizadas para explicar e modelar os dados experimentais obtidos
neste estudo. Os experimentos foram conduzidos nas condi¢gées 6timas obtidas no
estudo de otimizacdo multivariada. A massa do adsorvente foi de 12,00 mg, pH 5,5 e
temperatura de 42°C. Foi usado o programa Origin® (versao 2018) para realizar uma
analise de regressdo nao linear de minimos quadrados com base nos dados
experimentais e, em seguida, os parametros isotérmicos caracteristicos foram obtidos. A
Figura 11 ilustra os graficos obtidos a partir das isotermas de adsor¢do segundo os

modelos de Langmuir e Freundlich.
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Figura 11- Isoterma de Adsorgao da FesOs@L-his
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A Tabela 7 sumariza os parametros obtidos apds as analises dos modelos

matematicos das isotermas.

Tabela 7- Parametros obtidos a partir do estudo isotérmico

Modelo Parametro
-1

Isoterma de Ki (mL mg™) 0.31
Langmuir Qmax (Mg g°') 123.45

R? 0.88

1/n (1-1/n)

Isoterma de Kr (mL"" mg""/g) 69.83

Freundlich n 7.32

R? 0.95

A isoterma de Langmuir revela que a capacidade maxima tedrica de adsorgao
(gmax) da Fe3Os@L-his pode ser de 123,45 mg de adsorvato por 1,00 g de material
(Tabela 7). Neste modelo, assume-se que o material é revestido por uma monocamada

e que ha adsor¢dao homogénea de uma molécula adsorvida na superficie do material
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constituida por uma distribuicdo de sitios energeticamente equivalentes e nao
interativos''?. Em outras palavras, este modelo assume que, uma vez que uma molécula
captura um sitio, outros sitios sdo impedidos de realizar adsor¢céo adicional. Na isoterma
de Langmuir, a energia de ativagao de adsorgao de cada molécula é igual.

Ao contrario da isoterma de Langmuir, a isoterma de Freundlich € um modelo
baseado em 3 suposi¢cdes bem definidas: (i) a adsor¢ao € multicamada, (ii) ha interagbes
entre as moléculas adsorvidas, (iii) a adsorgdo na superficie heterogénea nao ¢ ideal,
ndo uniforme e reversivel''2, Considerando a isoterma de Freundlich, pode-se observar

[{e})

que a FesOs@L-his tem forte interacdo com as proteinas, pois apresentou “n” igual a 7,3
e um Kr = 69,8 mL""mg (-Vn)/ g (Tabela 7). A adsorgédo favoravel pode ser obtida quando
os valores de “n” estéo entre 1 e 10. Além disso, valores mais altos de Kr resultam em
maiores capacidades de adsorgdo. Considerando o R?, este estudo pode ser bem
representado pela isoterma de Freundlich, pois apresentou um R? igual a 0,95, enquanto
para a isoterma de Langmuir o R? foi de 0,88 (Tabela 7). De fato, este modelo corrobora
com os dados de caracterizagdo do material, que indicam uma superficie heterogénea,

permitindo uma adsorg¢ao nao ideal, ndo uniforme e reversivel.

5.4 Estudo da Cinética de Adsorgao

Outro processo importante a ser avaliado no processo de adsor¢ao por um novo
material é a cinética de adsorcao. Neste estudo é possivel entender o comportamento e
mecanismo de adsorgéo''3. De acordo com os resultados experimentais observados nas
Figuras 12 A e B, a adsorgao das proteinas na superficie da FesOs@L-his foi muito rapida
nos primeiros 30 minutos devido a presenca de varios sitios ativos livres no adsorvente.
Apoés a ocupacgao gradativa dos sitios ativos, observou-se uma diminui¢ao na taxa de
adsorcao, bem como na eficiéncia de adsorcao. Para avaliar a cinética do processo de
adsorcao, dois modelos cinéticos, pseudo-primeira ordem (Figura 12 A) e pseudo-

segunda ordem (Figura 12 B) foram aplicados para ajustar os dados experimentais.
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Figura 12- Cinética de adsorgdo da FesO4@L-his onde: (A) Pseudo-primeira ordem e
(B)Pseudo-segunda ordem
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A Tabela 8 resume os parametros obtidos para cada modelo.

Tabela 8- Parametros obtidos a partir do estudo cinético

Modelo Parametro
. qe(mg g-1) 167.3£13.1
Pseugfdlz;melra K (1/min) 8.1x10°%+2.3x 10°
R2 0.9045
Pseug:di‘:ﬁl”"da K (1/min) 3.8x105+1.8 x 10
R2 0.9153

A validade de cada modelo pode ser verificada pelo R?. O valor de R? da pseudo-
segunda ordem foi maior (R? = 0,9153) quando comparado ao valor da pseudo-primeira
ordem (R? = 0,9045), sugerindo que o processo de adsor¢do entre nanomaterial e
proteina pode seguir um pseudo-segundo mecanismo cinético de ordem. Este resultado

sugere que ha pelo menos duas etapas durante o processo de adsorgao entre proteinas
e FesOs@L-his.
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5.5 Eficiéncia de equalizagao de proteinas usando Fe304@L-his

Obtidas as condigdes o6timas para a simplificacdo das amostras de soro com
FesOs@L-his, foram obtidos os perfis eletroforéticos do pellet (nanoparticula + proteinas).

A Figura 13 ilustra a imagem do gel de SDS-PAGE apés a analise.

Figura 13- Analise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) corado com
Coomassie Brilliant Blue R250.
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A partir da Figura 13 é possivel avaliar a eficiéncia da equalizacao de proteinas de
alta e baixa abundancia na amostra de soro. Quando o pellet (FesOs@L-his +proteina) &
comparado com o soro bruto, observa-se um aumento na resolugdo das bandas. Além
disso, a resolugéo da banda do pellet indica claramente a remogéo de algumas proteinas
de alto peso molecular (> 80 kDa), bem como o enriquecimento daquelas de baixo peso
molecular, quando comparadas ao sobrenadante e ao soro bruto. Além disso, observou-
se que a FesO4@L-his reduziu significativamente a albumina, destacando-se a banda de
66 kDa.

Embora o mecanismo fisico de adsorcdo ainda nao esteja totalmente resolvido,
sabe-se que a adsor¢ao de proteinas na superficie da FesOs@L-his pode ser um
processo multifatorial que depende nao apenas do meio, mas do tipo de proteinas que
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interagem com a L-his que esta carregada na superficie da nanoparticula. Varias forgcas
podem estar envolvidas no processo de adsor¢ao, incluindo interagdes de van der Waals,
ligacbes de hidrogénio, interagbes hidrofébicas e, principalmente, interagbes
eletrostaticas®. O ajuste do pH do meio pode influenciar fortemente a interagdo proteina-
proteina e proteina- FesOs@L-his?.

Quando o método utilizando a Fe3sO4@L-his é comparado ao método ACN descrito
por Kay'%’, observa-se uma maior eficiéncia de Fe3Os@L-his para o enriquecimento de
proteinas de baixa abundancia (Figura 14) como gelsolina, plasminogénio, componente

subcomponente C1s, antitrombina-Ill, fibronectina, alfa-2-macroglobulina (Tabela 9).

Figura 14- Eletroforese em gel comparando a eficiéncia do uso do método de deplecao

com Fe3O4@L-his e com ACN em duplicata.

Parte dessas proteinas estao envolvidas em importantes fungdes moleculares e
processos bioldgicos, incluindo o envolvimento de doengas humanas. Por exemplo, Rick
et al. ''* associaram a fibronectina a alteragdes especificas do cancer. A gelsolina foi
relatada como um importante regulador multifuncional da estrutura celular e do
metabolismo, sendo associada ao cancer, lesdo cardiaca e doenga pulmonar'®, e a alfa-
2-macroglobulina foi associada a inflamacéo, infecgbes e fungdo imunoldgica®é. Além
disso, é importante notar que das 20 proteinas mais abundantes, apenas cinco foram

identificadas usando Fe3Os@L-his de um total de 49 proteinas (redundéncia nao
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excluida), enquanto usando o método ACN, aproximadamente doze de alta as proteinas
de abundancia foram identificadas de um total de 41 proteinas (redundancia nao
excluida) (Tabela 9).
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Tabela 9- Identificagdo de proteinas apds aplicagao de deplegdo de ACN e FeszOs@L-his.

Méetodo Proteina Nome de entrada | pl MM (Da) | score g/(:)bertura
regiao C da cadeia kappa de Ig IGKC 5.58 11773 30 18
Apolipoproteina C-lII APOC3 5.23 10845 111 23
Transtirretina TTHY 5.52 15991 101 13
Alfa-1-antitripsina A1AT 5.37 46878 96 8
Apolipoproteina A-ll APOA2 6.26 11282 23 21
Subunidade beta da hemoglobina HBB 6.75 16102 162 52
Subunidade alfa da hemoglobina HBA 8.72 15305 146 44
sorotransferrina TRFE 6.81 79280 47 5
albumina sérica ALBU 5.92 71317 118 10
Alfa-1-antitripsina A1AT 5.37 46878 108 27
Angiotensinogénio ANGT 5.87 534069 38 7
Alfa-1-antitripsina A1AT 5.37 46878 576 24
Apolipoproteina A-IV APOA4 5.28 45371 182 17

Deplecdo com Alfa—1-glicoprqteina écjda 1 o A1AG1 4.93 23725 167 27

ACN zinco-alfa-2-glicoproteina putativa tipo 1 ZAGL1 5.84 23080 67 4
zinco-alfa-2-glicoproteina ZA2G 5.57 34.079 82 13
Alfa-2-HS-glicoproteina FETUA 5.43 40098 133 6
Angiotensinogénio ANGT 5.87 53406 126 8
Apolipoproteina A-IV APOA4 5.28 45371 499 38
Zinco-alfa-2-glicoproteina ZA2G 5.57 34079 154 17
Alfa-1-glicoproteina acida 1 A1AG1 4.93 23725 125 26
Alfa-1-Antitripsina A1AT 5.37 46878 108 8
Haptoglobina HPT 6.13 45861 104 5
Alfa-1-glicoproteina acida 2 A1AG2 5.03 23873 79 17
Apolipoprotein D APOD 5.06 21547 100 17
Transthyretin TTHY 5.52 15991 89 9
Proteina relacionada a haptoglobina HPTR 6.63 39518 202 9
Alfa-1-antitripsina A1AT 5.37 46878 181 8

Apolipoproteina C-llI APOC3 5.23 10845 98 16
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Metodo Proteina Nome de entrada | pl MM (Da) | score g/(:)bertura
Apolipoproteina A-ll APOA2 6.26 11282 31 21
Apolipoproteina A-I APOA1 5.56 30759 718 67
Complemento C3
Comglemento C1qg subcomponente CO3_HUMANA 6.02 188569 495 S
subunidade B C1QB_HUMANA | 8.83 26670 247 20
Regides C da cadeia lambda de Ig LAC_HUMANA 6.92 11401 187 46
Componente amilide P sérico SAMP_HUMANA | 6.10 25485 119 20
Regigo C da cadeia Ig gama-1 IGHG1_HUMANA | 8.46 36596 111 7
Regigo C da cadeia Ig gama-3 IGHG3_HUMANA | 8.23 42287 79 6
LOI da regido V-lll da cadeia lambda de Ig LV302_HUMANA | 4.95 12042 59 21
Complemento C4-A CO4A _HUMANA | 6.65 194247 44 1
Regigo C da cadeia Ig gama-2 IGHG2_HUMANA | 7.66 36505 44 7
Cadeia lambda Ig regido V- HA LV102_HUMANA | 9.07 12003 44 11
Apolipoproteina B-100 APOB_HUMANA | 6.61 516666 701 12
albumina sérica ALBU_HUMANA |5.92 71317 237 28
Glicoproteina rica em histidina HRG_HUMANA 7.09 60510 196 15
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 152 12
Complemento C3 CO3 _HUMANA 6.02 188569 135 4
Proteina AMBP AMBP_HUMANA | 5.95 39886 76 17
Complemento C4-A CO4A_HUMANA | 6.65 194247 59 0
Regiao C da cadeia Ig gama-1 IGHG1_HUMANA | 8.46 36596 48 7

FesOs@L-his Apolipoproteina A APOA_HUMANA | 5.58 514737 44 0
regido C da cadeia mu de Ig IGHM_HUMANA |6.35 49960 34 5
sorotransferrina TRFE_HUMANA | 6.81 79280 792 32
Inibidor da protease plasmatica C1 IC1_HUMANA 6.09 55347 374 15
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 364 9
Gelsolina GELS_HUMANA |5.90 86043 292 12
Plasminogénio PLMN_HUMANA | 7.04 93247 216 9
Subcomponente C1s do complemento C1S_HUMANA 4.86 78174 69 2
Antitrombina-I| ANT3_HUMANA |6.32 53025 63 2
regido C da cadeia mu de Ig IGHM_HUMANA [6.35 49960 54 6
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Metodo Proteina Nome de entrada | pl MM (Da) | score g/(:)bertura
Componente do complemento C7 CO7_HUMANA 6.09 96650 45 2
Afamin AFAM_HUMANA | 5.64 70963 43 2
Fibronectina FINC_HUMANA | 545 266034 56 4
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 54 8
Fator de complemento H CFAH HUMANA | 6.21 143680 547 28
ceruloplasmina CERU_HUMANA | 5.44 122983 196 13
regiao C da cadeia kappa de Ig IGKC_HUMANA | 5.58 11773 194 51
Complemento C5 CO5 HUMANA 6.11 189897 118 5
Regides C da cadeia lambda de Ig LAC_HUMANA 6.92 11401 113 32
sorotransferrina TRFE_HUMANA |6.02 188569 108 11
Plasminogénio PLMN_HUMANA |7.04 93247 46 2
albumina sérica ALBU_HUMANA |5.92 71317 662 60
Fator de complemento B CFAB_HUMANA | 6.67 86847 462 32
Plasminogénio PLMN_HUMANA | 7.04 93247 407 37
Inibidor da protease plasmatica C1 IC1_HUMANA 6.09 55347 310 24
Regiao C da cadeia Ig gama-1 IGHG1_HUMANA | 8.46 36596 155 37
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 121 10
Complemento C4-A CO4A HUMANA |6.65 194247 78 1
ceruloplasmina CERU_HUMANA |5.44 122983 667 31
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 418 22
Apolipoproteina B-100 APOB_HUMANA | 6.61 516666 179 5
Regiao C da cadeia Ig gama-1 IGHG1_HUMANA | 8.46 36596 109 32
Regides C da cadeia lambda de Ig LAC_HUMANA 6.92 11401 42 28
sorotransferrina TRFE_HUMANA | 6.81 79280 35 5
sorotransferrina TRFE_HUMANA | 6.81 79280 1154 55
albumina sérica ALBU_HUMANA |5.92 71317 889 59
regiao C da cadeia mu de Ig IGHM_HUMANA | 6.35 49960 433 36
Regiao C da cadeia Ig gama-1 IGHG1_HUMANA | 8.46 36596 120 24
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMANA | 6.00 164614 51 3
Afamin AFAM_HUMANA | 5.64 70963 50 15
Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMANA |5.58 54809 49 8
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Das 90 proteinas identificadas (redundancia nao excluida) pelos métodos ACN e
FesOs@L-his descritas na Tabela 9, nove proteinas foram comuns para ambos os
meétodos (Figura 15). Portanto, esses resultados sugerem que Fe3sOs@L-his pode ser
usado para a descoberta de biomarcadores de doengas humanas a partir da amostra de

SOro.

Figura 15- Proteinas identificadas na deplecao utilizando o método Fe3sOs@L-his e ACN.
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5.6 Estudo de reuso da Fe30s@L-his

Para evitar a geracao de poluentes emergentes e gerar maior custo-beneficio, a
regeneragao do material adsorvente é uma propriedade de grande valia. No presente
estudo, nenhuma diminui¢ao significativa na capacidade de adsor¢ao de proteinas foi
observada apds quatro ciclos consecutivos de adsorgcao-dessorgcao, conforme mostrado
na Figura 16. No entanto, observou-se que no quinto ciclo de adsorgao/dessorgao, o
material apresentou perda na eficiéncia de adsor¢cdo de proteinas, indicando que o
material compdsito possui relativa estabilidade a longo prazo, podendo ser utilizado até

quatro vezes de reciclagem.
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Figura 16- Eletroforese em gel comparando a eficiéncia do reuso da FesOs@L-his.
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6. CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi alcangado. Aqui, a sintese e caracterizagéo
da Fe3Os@L-his foram devidamente apresentadas. Além disso, apos otimizagéo
multivariada, observou-se que a nanoesfera magnética monocamada foi capaz de
simplificar a amostra de soro humano, permitindo o enriquecimento de proteinas de baixa
abundancia. Assim, o uso da Fes3Os@L-his pode ser considerada uma abordagem
alternativa para técnicas de deplecao de proteinas baseadas em imunoquimica (que sé&o
caras e demoradas) em estudo de protedmica para procurar biomarcadores de doencgas

humanas.

7. PERSPECTIVAS

e Explorar a viabilidade de novas amostras para a deteccdo de biomarcadores de
doencas, com destaque para a saliva e a urina, que ganharam reconhecimento

devido a sua coleta ndo invasiva e a sua distingdo em relagdo ao soro sanguineo.
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