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Durante varios anos, as proteases foram vistas como enzimas cuja
funcdo era, fundamentalmente, a degradacdo de proteinas em processos
como a digestdo, coagulacdo sanguinea entre outros. Contudo, com o
aumento do conhecimento cientifico da estrutura e funcdo destas enzimas,
esta visdo foi sendo progressivamente alterada e atualmente as proteases sdo
reconhecidas pela sua importdncia na sinalizacdo celular em diversos
processos biolégicos. A caracterizagdo do modo de atuagdo destas enzimas é
importante. Para tal, o desenvolvimento de abordagens experimentais que
permitam o enriguecimento e caracterizacdo de proteases sera crucial.

No presente trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas
magnéticas de oOxido de ferro, acopladas com inibidores especificos para
proteases existentes em diversos biofluidos. Estudou-se o efeito da
funcionalizagdo quimica da superficie das nanoparticulas magnéticas na
estrutura e morfologia das nanoparticulas. Apés o acoplamento com o0s
inibidores, foi testada a capacidade de interagdo destas nanoparticulas com as
proteases presentes nos biofluidos.

Os resultados evidenciaram que ap6s a funcionalizagdo e acoplamento
com os inibidores em estudo, ndo ocorreu alteracdo da estrutura cristalina e da
morfologia das nanoparticulas, ndo se tendo ainda verificado fenébmenos de
aglomeracao. Os resultados obtidos por SDS-PAGE permitiram constatar que
as nanoparticulas com grupos carboxilo com agdo quelante a superficie
(NPs@EDTA) apresentaram capacidade para enriguecer especificamente
metaloproteases, uma familia de proteases cujo centro catalitico possui catifes
metalicos (Zn2+). Estes resultados foram ainda validados por zimografia tendo-
se a ocorréncia de ligacdes especificas entre as metaloproteases e 0s
inibidores ligados as nanoparticulas magnéticas. No caso dos resultados do
SDS-PAGE das NPs@aprotinina foi possivel observar especificidade das
interacdes entre as NPs e proteinas-alvo da saliva, ndo se tendo observado a
ligacdo de proteinas abundantes na saliva, como a amilase, as NPs.

Em suma, no presente trabalho desenvolveu-se um sistema de
enriqguecimento de proteases de sistemas biolégicos envolvendo
nanoparticulas magnéticas que se revelou eficaz.
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Proteases have been seen as enzymes involved in protein degradation, in
processes like digestion or blood coagulation. However, with the increase of
the scientific knowledge and comprehension about their structures and
functionality, this notion has evolved and now proteases are known to
participate in a wide range of biological processes. Although, the importance of
proteases on those processes is recognized, studies focused on their
mechanism of action are very important. In this sense, strategies that allow
proteases enrichment from biological samples followed by its characterization
will be crucial.

In the present work, iron oxide magnetic nanoparticles were synthetized
and then coupled with specific inhibitors to proteases present in human
biofluids. These nanoparticles were analyzed based on its morphology, stability
in solution and other properties to evaluate the effects of the functionalization
strategy. The ability of these magnetic nanoparticles coupled with inhibitors to
interact with specific proteases from human biofluids was also evaluated.

The results showed that after functionalization and coupling with inhibitors,
the magnetic nanoparticles maintained their morphology, dispersibility in
solution and the crystalline structure. SDS-PAGE data evidenced that
nanoparticles surface functionalized with chelating carboxyl groups
(NPs@EDTA) allows the specific enrichment of metaloproteases, a family of
proteases whose active-site has metallic ions. These results were further
validated by zymography in which a substrate for metalloproteases (gelatin)
was incorporated. In the zymography gel, the presence of metaloproteases was
confirmed, which corroborates the specificity of the interaction between
metalloproteases from biological samples and the nanoparticles coupled with
inhibitors. Regarding SDS-PAGE data of NPs@aprotinine it was observed the
existence of specific interactions between NPs and salivary target proteins, not
being observed the binding of abundant salivary proteins, such as amylase, to
the NPs.

In conclusion, functionalized magnetic nanoparticles coupled with proteases
inhibitors showed high potential to be applied as specific capture systems for
the characterization of proteases from biological samples.



1. Introducao



No que diz respeito a area da nanotecnologia, o que se verifica atualmente, é que o
desenvolvimento de nanomateriais tem vindo a sofrer uma evolugdo e 0 seu interesse
cientifico tem cada vez maior impacto e importancia comparativamente a descoberta de
novos materiais. Os estudos mais recentes tém-se voltado para a investigacdo de materiais
mais complexos e sistemas de compdsitos, nos quais é promovida a recombinacdo de
materiais conhecidos no sentido de originar estruturas altamente complexas e que abram
portas a novas possibilidades funcionais [1-3]. Enquanto a comunidade cientifica tem
avancado na procura da criagdo de novos compositos e materiais hibridos, a industria
comega, neste momento, a desenvolver e a comercializar as primeiras descobertas no ramo
dos nanomateriais, de forma a colmatar as necessidades do mercado [4]. Para além de
outras aplicacOes, a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (NPs) tem sido intensivamente
investigada em diversas areas, desde a catalise (matriz imobilizadora) até a sua utilizacao
como agente de contraste em ressondncia magnética (do inglés Magnetic ressonance
Imaging) [5-9]. No entanto, tem-se mostrado bastante promissora na interface entre a
nanotecnologia, a biotecnologia e a medicina, sendo referenciada como a
“nanobiotecnologia”. Nesta area tem-se mostrado muito promitente, em particular quando
0 assunto se refere a cuidados de saide no futuro, podendo ter um papel de destaque nas
areas de administracdo localizada de medicamentos, no diagnostico de doencgas, entre
outras [10, 11].

1.1. Nanoparticulas

Em nanotecnologia, uma particula é definida como uma entidade de pequenas
dimensGes que se comporta como uma Unica unidade em termos de transporte e
propriedades apresentando dimensdes entre 1 e 100 nanémetros. As nanoparticulas podem
ou ndo expressar propriedades dependentes do seu tamanho, que sejam notoriamente
distintas as apresentadas na forma macroscépica [12]. Existe um crescente interesse em
estudos cientificos envolvendo nanoparticulas, pois muitas vezes estas afiguram-se como
um ponto intermédio entre 0 composto na sua forma macroscépica e na sua estrutura
atobmica ou molecular. Geralmente particulas macroscopicas exibem propriedades fisicas
constantes, porém no caso das nanoparticulas verifica-se com frequéncia que o tamanho
influencia as caracteristicas apresentadas. Devido as suas reduzidas dimensdes algumas

propriedades dos materiais encontram-se alteradas. Tal facto deve-se a fendémenos como o



confinamento quantico apresentado por particulas semicondutoras, o efeito de ressonéncia
de plasmdo de superficie, que ocorre em algumas particulas metélicas e o

superparamagnetismo apresentado por particulas magnéticas [13-15].

1.2.Nanoparticulas magnéticas — Caracteristicas e aplicactes

As nanoparticulas de 6xido de ferro, como por exemplo a magnetite (Fe3O,), sdo as
mais estudadas dentro da familia das NPs magnéticas. Para a maioria das aplicacfes
biologicas das NPs magnéticas ¢ fundamental a obtencdo de ndcleos de pequenas
dimens@es (1 a 100 nm), pois nestas condicdes estas NPs apresentam dominio magnético
unico e, como ja foi citado, comportamento superparamagnético [16]. O
superparamagnetismo ou comportamento superparamagnético consiste no facto de ocorrer
desmagnetizacdo total da amostra na auséncia do campo magnético. O fenémeno de
superparamagnetismo ndo se verifica na escala macroscopica, em que um material
ferromagnético (ou ferrimagnético como no caso da magnetite) é constituido por varios
dominios magnéticos e apresenta magnetizacdo mesmo na auséncia de campo magnético
(Figura 1). O comportamento superparamagnético das particulas é importante, na medida
em que contribui para uma menor tendéncia na ocorréncia de fendmenos de aglomeragéo
das particulas, [17] sendo este fator essencial em aplicacdes bioldgicas [18]. Além do
enunciado, as particulas devem apresentar um tamanho reduzido e uniforme de forma a
permitir que todo o sistema ostente caracteristicas fisicas e quimicas idénticas [19].

A aplicacdo das nanoparticulas magnéticas inclui: o enriquecimento de proteinas
[20], transporte de farmacos [21], engenharia de tecidos [22], tratamento de aguas [23],
engenharia genética [24] e deve-se em grande parte ao facto de apresentarem um baixo
custo de producdo e aos tamanhos reduzidos e uniformes. Outra caracteristica vantajosa
apresentada pelas nanoparticulas magnéticas é a possibilidade de serem revestidas com
“capas” ndo nocivas para o organismo contribuindo para o incremento da sua estabilidade
e biodispersibilidade em solucdo permitindo, consequentemente, varias aplicacdes in vivo.
Um exemplo deste revestimento € o processo de silanizacdo, no qual a particula é revestida
por silica [25, 26]. Estas potencialidades tém vindo a ser aplicadas a biossensores [27],
ressonancia magnética [28], bem como no transporte de medicacdo anticancerigena [29].

Devido a sua elevada area de superficie e facil separacdo do meio reativo, utilizando um



magneto, a aplicacdo das NPs em sistemas de catalise enziméatica representa outra
potencialidade, tendo vindo a ser cada vez mais explorada [30, 31]
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Figura 1 — llustracdo adaptada do comportamento dos momentos magnéticos, de uma particula ferromagnética e
uma particula superparamagnética quando expostas a um campo magnético. Ap6s remocao do campo magnético,
verifica-se que as particulas ferromagnéticas ainda apresentam alguma magnetizacéo, adaptado de [19].

Na utilizacdo de NPs como matriz imobilizadora a funcionalizagdo da sua
superficie é fundamental uma vez que, uma modificacdo apropriada da superficie das NPs
ird permitir a manipulacdo de interagBes com a espécie bioldgica de interesse, além de
oferecer uma melhor dispersédo e biocompatibilidade em meio aquoso [32]. Geralmente a
superficie das NPs é funcionalizada utilizando organossilanos como agentes acoplantes
visto que o grupo funcional a superficie destes agentes acoplantes é bastante versatil
permitindo a modificacdo de superficies oxigenadas [33]. Os processos pos-
funcionalizacdo de silanos funcionais tém sido utilizados para varios tipos de
bioconjugacgdo, de forma a permitir a imobilizacdo de diferentes tipos de biomoléculas,
incluindo enzimas [6], anticorpos [34], oligonucledétidos [35], entre outros.
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1.3.Nanoparticulas magnéticas na Protedmica

O proteoma € o conjunto de todas as proteinas existentes numa amostra biologica,
sendo o objeto de estudo da protedmica. As proteinas sao a base vital dos organismos vivos
desempenhando varias funcBes fundamentais como: a sinalizacdo celular, adesao celular,
catalise, entre outras [36].

Com o aparecimento e desenvolvimento das nanoparticulas magnéeticas tém sido
testadas varias aplicacdes para estes sistemas, no sentido de contribuirem para uma melhor
caracterizacdo das proteinas. Devido as caracteristicas do nucleo destas particulas, tais
como a facilidade de separacdo e a funcionalizacdo simples da superficie, estas tém vindo a
ser utilizadas como matriz imobilizadora de diversos compostos, como é o caso de enzimas
[37], com o intuito de desenvolver biossensores [38], sistemas de tratamento de aguas [39],
entre outras aplicacdes. Tendo em consideracdo a complexidade das amostras bioldgicas,
tém-se desenvolvido estratégias de separacao rapidas e eficazes que permitam com maior
rapidez e confianca alcancar a identificacdo das proteinas. De salientar que algumas
proteinas encontram-se presentes nas amostras biolégicas em baixas concentracfes, sendo
necessario a preparacdo de um procedimento de pré-concentracao/enriquecimento, antes da
analise do proteoma por espectrometria de massa. Assim, o objetivo principal de um
processo de enriquecimento consiste no isolamento das moléculas de interesse a partir de
uma amostra complexa (por exemplo a saliva), reduzindo a complexidade da amostra e
facilitando os passos analiticos subsequentes [40]. A implementacdo de nanoparticulas
contribuiu para fomentar o processo de desenvolvimento destes sistemas de
enriquecimento estando a ser desenvolvidos, atualmente, processos de enriquecimento de
proteinas/péptidos com modificacBes pos-traducionais, tais como a fosforilacdo [41] e a
glicosilacdo [42]. Pela captura dos fosfopéptidos de uma solucdo de uma amostra
complexa [43, 44] por complexacdo com o éxido metalico (TiO,). Quando combinado com
0 nucleo magnético (Fe3O,), 0 processo de separacdo pode ser acelerado e o revestimento
de TiO, atua como uma sonda de afinidade que interage com os fosfopéptidos, permitindo
a sua separacdo a partir de uma amostra complexa. Quando se aplicam NPs magnéticas
para a purificacdo de glicoproteinas, pode-se recorrer a funcionalizacdo das NPs
magnéticas com acido aminofenilboronico, que irdo interagir com glicopéptidos e
glicoproteinas permitindo o enriquecimento da amostra [45]. A semelhanca da

funcionalizagdo com 4&cido aminofenilborénico, a imobilizacdo de lectinas (p.e.
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concavalina A) a superficie de NPs permite também o enriquecimento em glicoproteinas
[46]. Este sistema demonstrou bastante afinidade e especificidade as glicoproteinas,
mostrando-se bastante promissor em sistemas de caracterizacdo de glicoproteinas.
Contudo, ainda se verifica a inexisténcia de um sistema de enriquecimento de proteases

com base na utilizacdo de nanoparticulas magnéticas.

1.4. Fluidos bioldgicos e a sua importancia no diagndstico

Um dos objetivos iniciais da protedmica era a catalogacéo de todas as proteinas dos
sistemas bioldgicos (tecidos e fluidos) de forma a poder detetar alteracdes que possam
conduzir a um melhor diagnéstico. No entanto, com o desenvolvimento das suas
técnicas/ferramentas e com o constante aumento do conhecimento acerca de alguns
proteomas (p.e. saliva), este conceito tem vindo a evoluir. Atualmente, a proteGmica é vista
como um conjunto de metodologias que permitem uma melhor compreensao das interagdes
proteina-proteina, a funcdo das alteracBes estruturais das proteinas e como ocorrem estas
alteracdes e por fim procurar como se refletem em organismos saudaveis ou doentes [47].
A capacidade de analisar qualitativamente e guantitativamente o proteoma dos biofluidos
torna-se importante, pois acredita-se que biofluidos como: plasma, soro, saliva, entre
outros sdo o reflexo do conjunto de érgdos presentes num organismo. Por esta razdo, a
utilizacdo de biofluidos no diagnéstico ou prognéstico de doengas mostra-se promissora
[48, 49].

A utilizacdo da saliva como fluido de diagnostico tem despertado o interesse no
seio da comunidade cientifica, tendo sido ja desenvolvidas ferramentas de diagnéstico que
permitem a analise da saliva de forma a monitorizar diversas situacdes patofisioldgicas
como: doencas hereditarias [50, 51], doencas auto-imunes [52, 53], periodontite [54, 55],
entre outras. A saliva é um biofluido constituido por secre¢des de trés pares de glandulas
salivares maiores, a parotida, as glandulas submandibulares e sublinguais e também, por
inimeras pequenas glandulas salivares dispersas pela cavidade oral [56, 57]. Quando
comparado com 0 soro, a urina, o0 sangue e o plasma, a utilizacdo da saliva no diagndstico
de doencas apresenta diversas vantagens: i) a sua recolha é ndo invasiva, é indolor e a sua
coleta apresenta baixos custos associados; ii) pode ser utilizada no estudo de populagdes
especiais em que a recolha de sangue é problemaética (p.e. criancas); iii) apresenta baixa
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concentracéo de sais quando comparada com a urina; iv) menor contribuicdo por parte das
proteinas mais abundantes (p.e. amilase, anidrase carbdnica, mucinas e outras) para a
concentracdo total de proteina, quando comparado com o sangue e fluidos derivados [58,
59]. Uma classe de enzimas existente no proteoma salivar sdo as proteases. Estas enzimas
sd80 responsaveis pela catdlise da degradacdo proteica, estando envolvidas em diversos
processos fisiologicos. Recentemente, estudos demonstraram que 40-50% do material
proteico existente na saliva sdo péptidos, sendo maioritariamente resultantes da atividade
proteolitica realcando a importancia da atividade proteolitica na estabilidade e manutencao
das caracteristicas deste biofluido [60]. Para além das proteases, a saliva caracteriza-se
como um fluido corporal complexo que apresenta fungdes como auxiliar de digestdo, acao
antiviral e antibacteriana, entre outras. A saliva apresenta diversos componentes na sua
composicdo, como o muco, responsavel pela lubrificacdo da cavidade oral, a amilase
responsavel pelo inicio da digestdo do amido, a lipase que € responsavel pelo inicio da
digestdo dos lipidos, solugdes de eletrélitos (Na*, K*, HCOs', CI"). Contém ainda proteinas
e enzimas, como estaterinas, que inibem a precipitacdo de sais fosfato de calcio [61],
proteinas ricas em prolina (PRPs) responsaveis pelo revestimento de tecido e
mineralizacdo [62], cistatinas que apresentam funcédo antiviral e antibacteriana [63], entre

outros constituintes.

1.5.Enzimas — Proteases

As enzimas sdo compostos proteicos bioativos muito importantes para 0s
organismos Vivos uma vez que estas catalisam reacGes quimicas, que na sua auséncia
seriam muito demoradas ou praticamente impossiveis, assumindo, desta forma, um papel
relevante na manutencdo da homeostasia dos organismos [64]. Devido a sua estéreo-
especificidade [65] e regio-especificidade [66], as enzimas tém ganho relevancia nos mais
diversos setores industriais sendo, também, um alvo intensivo de estudos cientificos.

Cerca de 4000 reacdes bioquimicas conhecidas podem ser catalisadas por enzimas [67] e,
contrariamente a outros catalisadores, estas apresentam elevada especificidade para os seus
substratos. Existem diversos tipos de enzimas que variam entre si de acordo com o tipo de
reacdo que catalisam, como por exemplo, oxidorredutases (reacGes de oxidacdo-reducao,
EC 1), transferases (transferem grupos quimicos entre moléculas, EC 2), hidrolases
(catalisam a hidrolise de varias ligagdes, EC 3), liases (clivam ou formam ligacdes por
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meios que ndo hidrélise ou oxidacdo EC 4), isomerases (catalisam a transformacdo da
molécula num isémero, EC 5) e ligases (formam ligagBes quimicas por reagdes de
condensacéo, consumindo energia, EC 6). Uma importante classe especifica de enzimas e
com diversas aplicacbes sdo as proteases (EC 3.4), um tipo especifico de enzima que se
encaixa na classe das hidrolases. Estas enzimas catalisam seletivamente, a hidrolise de
ligacGes peptidicas, sendo essenciais a vida uma vez que estdo envolvidas em inimeros
processos fisioldgicos, tais como a digestdo, a coagulacdo sanguinea, a fertilizacdo, a
diferenciacdo e o crescimento celular, a sinalizacdo celular, a resposta imunitaria e a
apoptose [68-70]. O descontrolo ou desregulacdo da protedlise pode conduzir ao
aparecimento ou desenvolvimento de tumores, processos inflamatérios, entre outros [71-
73].

1.5.1. Classes de Proteases

Tradicionalmente, as proteases tém sido divididas em quatro grupos principais com
base na sua natureza quimica e na natureza do centro catalitico [74]: proteases serinicas,
proteases asparticas, metaloproteases e proteases cisteinicas [75, 76]. Recentemente foram
descobertas duas novas classes de proteases: as proteases de treonina e as proteases de
acido glutdmico [77], sendo os mecanismos de atuacdo das proteases treoninicas
semelhante ao das proteases cisteinicas e serinicas € 0 mecanismo de atuacdo das proteases
de acido glutamico semelhante ao das metaloproteases e proteases asparticas. No caso das
proteases serinicas, cisteinicas e treoninicas a clivagem da ligacdo peptidica realiza-se
através da formacdo de um residuo aminoacido [78], enquanto no caso das
metaloproteases, proteases de acido aspartico ou proteases de acido glutamico a clivagem
da ligacdo peptidica ocorre através da formacdo de uma molécula de agua nucleofila com
capacidade para atacar o grupo carbonilo da ligagdo peptidica [79].

De todas as classes existentes, as proteases serinicas sao 0 grupo mais estudado em
enzimologia; o mecanismo de reacdo destas enzimas ocorre através da formacdo de um
intermediario tetraédrico seguindo-se a perda de parte do substrato, originando um
complexo acil-enzima intermediario. A quebra deste intermediario ocorre ap0s ataque a
agua catalisado pela enzima levando a formacao de um produto &cido. Uma caracteristica
importante desta rea¢do (Figura 2 A) é a formacao de um éster entre o oxigénio da serina e
a parte acil do substrato, 0 que conduz a libertagdo da cadeia amina do substrato como

primeiro produto [80]. A formagdo do grupo éster & comum aos varios substratos variando
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apenas a constituicdo do grupo amina libertado. No entanto, para que ocorra a reacdo é
necessaria a presenca de dois grupos —NH™ que sdo essenciais para a formagdo de pontes
de hidrogénio com o oxigénio aniénico do grupo carbonil do péptido a ser atacado [81].
Similarmente ao que acontece com as proteases serinicas, as proteases cisteinicas também
atuam através da formacdo de um intermediério covalente [82], sendo que neste caso o
atomo de enxofre da cadeia lateral da cisteina é o responsavel pelo ataque nucleo6filo. Em
ambos 0s casos a histidina presente na cadeia lateral (Figura 2 A/B) esta envolvida na
aceitacdo do atomo de hidrogenio[83].

O mecanismo de atuacdo das proteases asparticas decorre pela catalise da quebra de
ligagBes peptidicas sem recorrer a um ataque nucleofilico por parte do grupo funcional da
enzima [84], esta reacdo decorre sem que exista necessidade da formacdo de um
intermediario no qual a enzima esta covalentemente ligada ao substrato (Figura 2 C). O
centro catalitico destas enzimas apresenta dois acidos asparticos na cadeia lateral (residuos
35 e 215 — numeracdo da pepsina), razdo pela qual estas enzimas apresentam (geralmente)
maior atividade a valores de pH baixos sugerindo a importancia dos grupos carboxilo no
centro catalitico da enzima [85]. A quebra do intermediario tetraédrico origina um produto
complexo com ambas as metades do substrato sendo que a sua dissociacdo pode resultar
num grupo carboxilo ou amina (Figura 2 C) [79].
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Figura 2- Representacdo esquematica dos passos envolvidos na catalise enzimatica por proteases serinicas (A), cisteinicas (B), asparticas (C) e metaloproteases (D) [79]
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A semelhanca das proteases asparticas, as metaloproteases ndo formam ligacGes
covalentes com o substrato para formar um intermediario. Estas enzimas utilizam um ido
metalico que na maioria das situacdes é o zinco (Zn?*) [76] que coordena com o substrato
dando origem ao complexo intermediario. No entanto noutros casos este metal pode ser
substituido por cobre ou ferro. O ido metalico tem a funcdo de fornecer uma “forga”
electrofilica que permite & molécula de agua atacar a ligacdo (Figura 2 D), esta molécula de
agua deve estar orientada e coordenada entre o grupo carbonilo do substrato e o ido
metalico nunca deixando o centro ativo da enzima, sugerindo entdo que a coordenacéo no

estado de transi¢do com o ido metalico se mantém [86].

1.5.2. Caracterizagao de Proteases

Com o avangar dos anos e com a descoberta da influéncia das proteases na
homeostasia dos organismos [87] foi emergindo o interesse no estudo destas enzimas e das
suas caracteristicas. A caracterizacdo de proteases e a monitorizacdo da sua atividade tém
como objetivos estudar a natureza das enzimas, reconhecer as suas principais
caracteristicas, e conhecer o seu modo de atuacdo e a atividade enzimatica. Varias técnicas
tém sido criadas e adaptadas de forma a permitir a caracterizacdo enzimatica. Algumas das
técnicas mais utilizadas na caracterizacdo de proteases sdo a ELISA [88] o western blot e a
zimografia. A ELISA consiste num ensaio imunoenzimatico em que sdo utilizados
anticorpos especificos para a proteina em estudo. Esta técnica apresenta uma elevada
sensibilidade e permite a analise de varios ensaios em simultaneo. No caso do western blot
[89] as proteinas sdo transferidas para uma membrana na qual estd incorporada uma sonda
(geralmente, anticorpo) especifica a proteina de interesse, esta técnica permite semi-
quantificar a amostra e é altamente especifica, no caso das proteases uma derivacdo do
western blot, o far-western blot é utilizada mais frequentemente. Uma vez que, o far-
western blot é uma derivacdo do western blot em que a sonda utilizada € uma proteina que
interage com a proteina-alvo, permitindo o estudo das interaces proteina-proteina [90]. A
zimografia [91], € uma técnica que permite a avaliacdo da atividade enzimatica (com a
impregnacdo de um substrato especifico para uma enzima ou classe de proteases em estudo
no gel de poliacrilamida) apds a sua separacdo por SDS-PAGE em condi¢bes nao
desnaturantes. Outras técnicas de caracterizagdo de enzimas recorrem a fluorescéncia [92],
e permitem através da utilizagdo de fluoréforos, avaliar a atividade enziméatica com base na

fluorescéncia emitida pela amostra. Por fim existem também os métodos colorimétricos
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[93], onde a avaliacdo e quantificacdo enzimética é feita pela medigdo da absorvéancia de
uma solucéo. Apesar do seu desenvolvimento, estas técnicas apresentam limitagcGes quando
aplicadas a sistemas de caracterizacdo de proteases uma vez que estas enzimas apresentam
caracteristicas como por exemplo, 0 mecanismo de atuacdo em cascata destas enzimas
(coagulagdo sanguinea) o que torna o produto final complexo e de dificil interpretacdo. A
baixa concentracdo destas enzimas nas amostras bioldgicas é outro fator limitante no seu
estudo sendo necessario um pré-tratamento da amostra de forma a obter uma fragédo
enriquecida em proteases. Por esta razdo surgiu a necessidade do desenvolvimento de
novos sistemas com vista ao enriquecimento de proteases tendo por base a utilizagdo dos
respetivos inibidores na sua captura. De salientar que, contrariamente ao que ocorre
noutras espécies proteicas, por vezes, as proteases estdo sujeitas ao processo de autolise o
que implica o seu estudo tendo em consideracdo 0s seguintes pontos: i) a pré-preparacéo da
amostra de forma a evitar que com a degradacdo da amostra ocorram fendmenos de
protedlise e/ou inibicdo que dificultem a sua interacdo com a matriz e consequentemente, o
seu enriguecimento, ii) o procedimento a adotar de forma a conseguir enriquecer a amostra
com a protease de interesse, e iii) a otimizacdo do processo e a avaliacdo da
homogeneidade final [94]. Verifica-se que alguns protocolos apresentados para
caracterizacdo de proteases ainda apresentam deficiéncias e necessitam de ser otimizados
[95]. Dependendo de fatores como a amostra em estudo e o objetivo do trabalho, ja existe
comercialmente uma série de sistemas de enriquecimento de proteases. Apesar destes
protocolos apresentarem um objetivo comum, a obtencdo de uma amostra enriquecida de
proteases, a sua abordagem e a forma como a enzima ira ser enriquecida varia entre eles.
Alguns utilizam substratos naturais [96], enquanto outros utilizam substratos sintéticos
[97], existem protocolos de purificacdo em fase sélida (recorrem a eletroforese p. ex.) [98],
e existem também sistemas que apresentam elevada especificidade para as proteases de
interesse com base na afinidade inibidor-protease [99]. A especificidade da ligacdo do
inibidor com a protease serd o fator determinante da especificidade do sistema de
purificacdo, tornando-se entdo necessario o conhecimento sobre a cinética de inibi¢do de
forma a decidir sobre qual o melhor inibidor a utilizar no sistema. Assim, quando se
recorre a purificacdo de proteases, utilizando por base a sua afinidade a um determinado

inibidor é necessario ter em consideracdo as suas propriedades tais como: 0 mecanismo de
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inibico, especificidade do inibidor, concentragdo necessaria de inibidor, tempo necessario

a purificacdo, entre outros.

Tabela 1 - Exemplos de procedimentos de enriquecimento de proteases

Referéncia

Enzima a enriquecer

Cromatografia de
L troca aniodnica; Varias etapas
Callizreing =6 Saliva Ho_mo Cromatografia de | experimentais no pré- [100]
3.4.4.21] sapiens ~
exclusdo tratamento da amostra.
molecular;
Cromatografia em | Necesséria a separagédo
coluna de da tripsina e
Carboxipeptidase B Pancreas | Bos taurus afinidade; quimiotripsina. [101]
Cromatografia em Procedimento
coluna demorado.
Sus . .
. . - Cromatografia de Amostra final
Catepsina D Utero domesticus ik heterogénea, [102]
Centrifugacéo;
Ultrafiltragdo;
Cromatografia de Varios tampGes
Homo troca necessitam ser
Caspase-14 Epiderme . idnica;Western preparados para [103]
sapiens . -
blotting; realizacdo do
Cromatografia de procedimento
excluséo
molecular;
Cromatografia de
troca idnica; L. . ~
A Ultracentrifugacéo; Var|a§ centrlfugzjlgoes
MPC (Proteassoma) | Hipdfise | Bos taurus Cromatografia de na pré-preparacao da [104]
x amostra.
excluséo
molecular.

Verifica-se que alguns dos metodos mais utilizados nos processos de

enriquecimento de proteases tém por base a cromatografia (Tabela 1), no entanto denota-se

a inexisténcia de um “protocolo base” rapido, simples e especifico, que possibilite a

interacdo das proteases com a matriz e permita em poucos passos 0 enriquecimento das

proteases em estudo na amostra. Uma limitagdo comum a varios dos protocolos descritos é

0 recurso a técnicas relativamente morosas que requerem a utilizagdo de varios tampdes.

Estes fatores sdo limitantes pois, como ja referido, as proteases sdo enzimas sujeitas a

processos de autélise o que podera influenciar negativamente os resultados obtidos [105].

De forma a colmatar as limitacGes, a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas em sistemas
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de enriquecimento em proteases mostra-se promissora, uma vez que as NPs magnéticas
apresentam uma elevada éarea superficial, grande capacidade de adsorcdo, boa

dispersibilidade em agua e interagem rapidamente e eficientemente com as proteinas-alvo.

1.5.3. Proteases na saliva

Como foi ja referido, a saliva € um biofluido complexo, que se encontra envolvido
em diversos processos do organismo. Devido a sua potencialidade para diagndéstico, tem
havido um crescente interesse no estudo do seu proteoma. Varios trabalhos tém sido
realizados de forma a determinar o proteoma salivar [106, 107], e tentar perceber quais 0s
mecanismos associados a manutencdo da homeostasia deste biofluido. Com base nos
resultados obtidos por espectrometria de massa, nos trabalhos de Denny P et al., e Xie, H.,
et al [106, 107], foram identificadas as seguintes proteases e respetivos inibidores na saliva
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Proteases existentes na saliva (identificacdo por espectrometria de massa)

Localizagéo
Celular

Classe

Inibidores

[reversibilidade

Inibidores presentes na saliva

Referéncias

A|_rw DA Relly Proteases serinicas Secretada/ extracelular Aprotm!na iz [108-110]
likeprotease leupeptina/rev
Azurocidina Proteases serinicas Citoplasma BPT.I (|.n|b|dor de [106, 111]
tripsina)/ver
L - AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [107, 112,
Calicreina 1 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 113]
— - AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [107, 112,
Calicreina 10 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasmaprotease C1 inhibitor 113]
— - AcetilLeupeptina/rev SerpinaC1 [107, 112,
Calicreina 11 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 113]
— - AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [106, 112,
Calicreina 12 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasmaprotease C1 inhibitor 113]
L . AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 )
Calicreina 13 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor [112-114]
Lo . AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [106, 112,
Calicreina 5 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 113]
Lo . AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [112, 113,
Calicreina 6 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 115]
Lo . AcetilLeupeptina/rev Serpina C1 [106, 112,
Calicreina 7 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 113]
Lo . AcetilLeupeptina/rev SerpinaCl [106, 112,
Calicreina 8 Proteases serinicas Secretada/ extracelular Antitrombina/rev Plasma protease C1 inhibitor 113]
Calicreina B - - Alpha-2-macroglobulina
Plasmatica Proteases serinicas Secretada/ extracelular Aprotinina/rev Serpina C1 [106, 112]
Calicreina-7 Glandular | Proteases serinicas [106]
. Proteases . Antipaina/rev o . [106, 116],
Calpaina 1 cisteinicas Citoplasma Leupeptinalrev Alpha-2-macroglobulina [116, 117]
Calpaina 2, grande Proteases . Antipaina/rev o .
subunidade cisteinicas e — Leupeptina/rev s
Ca**lrev
Carboxipeptidase E Metaloprotease Secretada/ extracelular diisopropilfluorofosf [112, 119]
ato/rev
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Proteases clAP1/rev
Caspase-14 cistefnicas Secretada/ extracelular CIAP2/rev [120, 121]
. Proteases . Antipaina/ver Alpha-2-macroglobulina
Catepsina B cisteinicas Lisossoma Cistatina B/ver Cistatina A, B, C, D, S, SN [106, 112]
. Proteases . .
Catepsina C I Lisossoma Cistatina E/rev [106, 112]
. - . Antipaina/ver
Catepsina D Protease aspartica Lisossoma Pepstatina-Alver [112, 122]
Hurpina
Aprotinina/rev Alfa-2-macroglobulina [106, 112
Catepsina G Proteases serinicas Secretada/ extracelular Squamouscell Alfa-1-antiquimotripsina His-Pro-less 12’3] '
carcinoma antigen 2 Antileukoproteinase
Squamous cell carcinoma antigen 2
. Proteases . Squamouscell Cistatina A, B, C, D, S, SN [106, 112]
Catepsina L e Lisossoma . . Squamous cell carcinoma antigen 1
cisteinicas carcinoma antigen 1 : [124]
Hurpina
Catepsina Z Fjrotga_ses Lisossoma Cistatina E/rev [106, 112]
cisteinicas
Dlpqptldllpeptlgase 4 Proteases serinicas Membrana celular C'Sta“.”? Alver Cistatina B [106, 112]
férmula solGvel Puromicina/ver
Elastase-2A Proteases serinicas Aprotlnl_na/rev [106, 112]
Leupeptina/rev
Furina Proteases serinicas Membrana celular Histatina 5/rev [106, 112]
Haptoglobina Proteases, Serinicas Secretada/ extracelular [106]
(homdlogo)
insulin-degrading Metaloprotease Citoplasma/ membrana celular/ Pepudehygjroxamlca [106, 125]
enzyme Secretada/ extracelular cid
Mieloblastina Proteases serinicas Secretada/ extracelular a2-Macroglobulina [112, 117]
MMP 7 Metaloprotease Secretada/ extracelular TIMP-4 [106, 112]
MMP 8 Metaloprotease Secretada/ extracelular TIMP-4 [112, 126]
MMP 9 Metaloprotease Secretada/ extracelular TIMP-4 [112, 127]
MMP-1 Metaloprotease Secretada/ extracelular TIMP-4 [112, 128]
MMP-2 Metaloprotease Secretada/ extracelular TIMP-4 [112, 129]
Proline iminopeptidase Citoplasma/ extracelular EDTA [1016?;11]30’
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Prostasina, cadeia Proteases serinicas Membrana/ Secretada/ Aprotinina/rev [106, 132]
pesada extracelular
Protease lasA Metaloprotease Membrana EDTA/rev [107, 133]
Proteossoma, Protease treoninica Citoplasma/ nlcleo Lactacistina/irrev [106, 134]
Puromlcma-s_enswel Metaloprotease Citoplasma/ nlcleo EDTA/rev [107, 135]
aminopeptidase
lodoacetamide
Tripeptidil-peptidase | | Proteases serinicas Lisossoma Diisopropilfluorofosf [112, 136]
ato/rev
Anrotinina/rev Alfa-1-antitripsina
Tripsina 3 Proteases serinicas Secretada/ extracelular protin Antileukoproteinase; [107, 112]
Antipaina/rev .
Serpina 1
Alfa-2-macroglobulina
Aprotinina/rev Antileukoproteinase
Tripsina-1 Proteases serinicas Secretada/ extracelular protin Kunitz-type protease inhibitor 2; [107, 112]
Antipainal/rev ]
SPINT 1;
Serpina C1
sl Gl Proteases serinicas Secretada/ extracelular AL Serpina C1 [106, 112]

pesada

Antipaina/rev
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Da anélise da Tabela 2 conclui-se que a saliva € um sistema complexo e rico em
proteases sendo as familias mais abundantes as catepsinas, calicreinas, e MMPs (Tabela 2).
Estas proteases encontram-se sob uma regulacdo estreita por parte de inibidores
contribuindo assim para a estabilidade deste biofluido. Como se pode verificar, os
inibidores da familia das cistatinas e das serpinas existem em grande quantidade na saliva
contribuindo para a regulacdo da atividade proteolitica pela inibicdo de catepsinas. As
catepsinas sdo uma familia de proteases globulares presentes no lisossoma,
maioritariamente da classe mecanistica das proteases cisteinicas. Inicialmente, 0 nome
“catepsina” surgiu para descrever todo o grupo de peptidases que atuasse a nivel
intracelular, contudo, algumas catepsinas também apresentam funcdes a nivel extracelular
[137], como por exemplo a catepsina K, que atua na reestruturacdo do osso [138]. A
principal funcdo destas enzimas consiste no turnover proteico no interior do lisossoma, ou
seja, as catepsinas sdo responsaveis por manterem o equilibrio entre a quantidade de
enzima produzida e a quantidade de enzima degradada neste organelo [139]. As catepsinas
qguando se encontram num meio exterior a célula continuam a ter a capacidade de degradar
proteinas na matriz extracelular. Células tumorais libertam catepsinas para que estas
degradem a matriz extra celular, permitindo a metéstase do tumor. Uma forma de avaliar a
progressdo de tumores (p.e. cancro mama) € verificar se existe aumento dos niveis de
catepsinas B e L [140]. A esta familia de proteases pertencem aproximadamente doze
membros, que se distinguem entre si pela sua estrutura, mecanismo catalitico, e proteinas
alvo. Quando sdo produzidas, as catepsinas apresentam uma sequéncia extra de
aminoacidos que inativam o centro ativo da enzima sendo esta estrutura designada de
procatepsinas [141]. Quando a procatepsina atinge o interior do lisossoma, 0 ambiente
acido ativa a enzima por perda da sequéncia de aminoécidos. Esta perda da sequéncia de
aminoacidos pode ocorrer por processos de autolise ou por clivagem por outra catepsina
[142]. Dentro desta familia existem proteases como a catepsina B que apresentam uma
especificidade alargada, enquanto em outros casos como a catepsina L, apresentam uma
sequéncia alvo bastante especifica (residuos hidrofébicos em P, e residuos polares em P;)
[143]. Apesar das catepsinas serem maioritariamente endopeptidases (clivam a cadeia
peptidica no seu interior), algumas apresentam-se como carboxi ou aminopeptidases

(clivam a cadeia peptidica junto dos seus residuos terminais) [144].

24



A catepsina D é uma enzima codificada pelo gene CTSD [145] e é a maior
responsavel pela atividade proteolitica que ocorre no lisossoma. Esta enzima encontra-se
nos lisossomas de varios tecidos. Embora a sua expressdo varie consoante o tipo de célula
também € possivel encontrar catepsina D nos endossomas de alguns tipos especificos de
células como macrofagos e hepatdcitos [146]. Diversos estudos indiciam o envolvimento
da catepsina D lisossomal na protedlise de enzimas intra e extracelulares enquanto a
catepsina D endossomal € responsavel pelo ataque proteolitico a antigénios estranhos,
prohormonas, entre outras [147]. Apesar da Catepsina D ser importante uma expressao
exagerada desta enzima leva a complicagbes como inflamagdes, progressédo tumoral, e
muitas outras complicacOes [148].

As calicreinas sdo um subgrupo de proteases serinicas. Estas enzimas exercem
papéis fundamentais na regulacdo de varios processos patologicos e fisiologicos
relacionados com o controlo da pressdo arterial, homeostasia glicolitica, processos
inflamat6rios e muitos outros [149, 150]. Estas enzimas tém vindo a ser muito estudadas
devido as suas potencialidades como biomarcadores, mais especificamente na area do
cancro [151, 152]. Existem dois tipos distintos de calicreinas, as plasmaticas e as existentes
nos tecidos. Enquanto que a calicreina plasmatica humana (KLKB1) é o Unico exemplar
conhecido deste subgrupo, no caso do subgrupo das calicreinas existentes nos tecidos sao
conhecidos cerca de quinze tipos distintos destas proteases (KLKI, KLK2, ..., KLK15). Tal
como a maioria das proteases, as calicreinas sdo sintetizadas na forma de precalicreina, um
precursor inativo, sendo posteriormente ativadas por outras enzimas como calicreinas ou
fator Xiiia, entre outras [153]. As cininas (bradicina, calidina e Met-Lys-bradicina) séo
oligopéptidos sintetizados no plasma ou liquido intersticial, e sdo originadas a partir da
ativacdo, por acdo das calicreinas, de proteinas de elevado peso molecular (cininogéneos).
Estes oligopéptidos sdo responsaveis por varios eventos biolégicos tais como, modulacao
da dor, contracdo e relaxamento muscular, pressao arterial [154]. Devido a sua funcdo, as
cininas apresentam-se sob uma regulacdo altamente controlada, pois para além da sua
ativacdo por parte das calicreinas estas sdo rapidamente inativadas por enzimas como
cininases | e 1l que se encontram distribuidas pelo plasma e pelos tecidos, conduzindo a um
tempo de meia-vida extremamente curto das cininas. A compreensdo destes mecanismos e
a sua regulacdo através de processos de autolise, presenca de inibidores, e outros, é de

extrema importéncia, uma vez que, estes processos sdo constantes no corpo humano e
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responsaveis por diversas patologias, podendo vir a permitir a compreensao e descoberta
de novas abordagens para combate a essas patologias.

1.5.4. Inibidores de enzimas

A ocorréncia de uma degradacdo descontrolada das proteinas dos tecidos celulares,
causada pelos fendmenos de proteolise, seria catastréfica para a célula e para o organismo.
Por esta razdo torna-se necessario que as enzimas proteoliticas se encontrem sob regulacéo
celular. A regulacdo destas enzimas é efetuada de diversas formas: controlo da sintese de
proteases, ativacdo de formas zimogénias (ou proenzimas) e degradagdo destas enzimas e
substratos. As proteases na sua forma “ativa” podem ser reguladas por fatores como, pH,
i0es calcio, ATP e inibidores [155].

Os inibidores de proteases apresentam um papel fulcral em vérios tipos de estudos
bioquimicos, essencialmente ao nivel das culturas de células e de purificacdo de proteinas.
Uma vez que, a existéncia de proteases no interior das células é comum a todas as células
vivas e que apés degradacdo da célula as proteases sdo libertadas para o meio e
rapidamente comecam a degradar as proteinas, a adicdo de inibidores é importante, pois
estes vao ligar-se as proteases, impedindo a degradacdo da amostra por parte das mesmas
[156]. Existem varios tipos de inibidores de proteases e estdo normalmente agrupados com
base no seu mecanismo reacional, origem e similaridade estrutural. Estes podem ser
agrupados em trés grupos distintos: i) aqueles que reagem com mais do que uma classe de
proteases; ii) aqueles que sdo especificos para apenas uma das classes de proteases e, iii)
aqueles que sdo especificos para apenas uma protease [157]. Geralmente as proteases
ligam-se aos seus substratos num ponto especifico a superficie da enzima (centro ativo),
com a ligacdo peptidica a quebrar sob a maquinaria catalitica e com as cadeias laterais a
ocuparem posicdes especificas relativamente ao centro ativo. Este tipo de conhecimento
permite a criacdo de inibidores sintéticos, que utilizam esta propriedade para ligarem um
grupo designado “warhead”, que ira reagir com o centro ativo, inativando assim a protease
[158].

15.4.1. Tipos de Inibigio

Quando ocorre a ligagdo entre uma enzima e um inibidor, este inibidor pode
interagir com a enzima de forma a criar um complexo de inibicdo reversivel ou

irreversivel. Na inibicdo irreversivel, tal como o proprio nome indica, apds ligacdo entre o
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inibidor e a enzima, a enzima perde definitivamente a sua atividade catalitica. Os
inibidores irreversiveis ligam-se fortemente a enzima de forma a ndo se separar desta,
inativando-as completamente e definitivamente sendo por esse motivo designados, de
inativadores [159], ou inibidores suicidas [160]. Na inibicao reversivel, o inibidor liga-se a
enzima criando interacbes ndo-covalentes como, pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas ou ligacdes idnicas. Vérias ligacdes fracas permitem ligar o inibidor ao centro
ativo da enzima dando origem a uma ligacdo forte e especifica. Contrariamente ao que
acontece com substratos e inibidores irreversiveis, estes inibidores s&o facilmente
removidos por diluicdo ou dialise [161]. Com base no local e na forma como ocorre
ligagdo entre o inibidor e a enzima alvo, é possivel dividir o processo de inibicdo em trés
tipos de inibicdo: competitiva, ndo competitiva e acompetitiva [162].

Um inibidor competitivo apenas se liga a enzima na sua forma livre, e esta ligacdo
acontece no centro ativo precisamente no mesmo local de ligacéo do substrato. No entanto,
isto ndo acontece com todos os inibidores competitivos sendo mais correto afirmar que a
ligacdo de um inibidor competitivo e a ligacdo do substrato sdo eventos mutuamente
exclusivos. Verifica-se que na inibicdo competitiva quanto maior for a concentracdo de
inibidor menor vai ser a velocidade de reagéo, o que leva a um aumento do Km, pois no
final grande parte do substrato encontra-se inalterado. Neste tipo de inibigdo o valor de Km
aumenta, mas a velocidade maxima (Vmax) permanece inalterada (Figura 3) [163]. Por
vezes a inibicdo pode ser superada, pois em concentracdes de substrato mais elevadas,
constata-se um aumento da constante de inibicdo (Ki). Esta carateristica influéncia a
eficacia fisioldgica apresentada por algumas drogas. De facto, quando uma enzima €
inibida por um inibidor competitivo, verifica-se um aumento da concentragdo local de
substrato e o inibidor vai perdendo a sua eficiéncia. No caso dos inibidores nao-

competitivos isto ndo acontece [164].
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Figura 3 - a) Comparacao do progresso da reagdo entre reagdo na presenca e auséncia de inibidor competitivo; b)
diferencas no grafico de Michaelis-Menten na presenca e auséncia de um inibidor competitivo; c¢) diferencas na
linearizagdo Lineweaver-Burk entre a reacdo enzimatica na presenga e auséncia de um inibidor competitivo d)
comparacdo do progresso da reacdo entre reacdo na presenca e auséncia de inibidor ndo-competitivo; e)
diferencas no gréafico de Michaelis-Menten na presenca e auséncia de um inibidor ndo-competitivo; f) diferencas
na linearizacdo Lineweaver-Burk entre a reacdo enzimdtica na presen¢a e auséncia de um inibidor néo-

competitivo.

Na inibicdo ndo-competitiva, o inibidor ndo-competitivo tanto se liga a enzima na
sua forma livre como ao complexo enzima-substrato. Este evento de ligacdo do inibidor
ocorre num local especifico de ligagdo que ndo o centro ativo da enzima. Contrariamente
ao que acontece na inibicdo competitiva, um inibidor ndo-competitivo ird diminuir o valor
da velocidade méxima (Vmax), mas ndo interfere com o valor da constante de Michaelis
(Km) e a constante de inibicdo (Ki) ndo varia com o aumento da concentracdo de substrato
[165]. Existem situacdes na qual um inibidor apresenta afinidade, tanto para o centro ativo
da enzima como para o centro alostérico. A esta mistura de inibicdo competitiva com

inibicdo ndo competitiva da-se 0 nome de inibigdo mista.

1.5.4.2. Tipos de inibidores

S&o considerados inibidores de proteases ndo-especificos aqueles que atuam em
varias enzimas de classes distintas e ndo apenas numa classe especifica de proteases. Os

inibidores ndo-especificos de proteases podem ser divididos em quatro grupos distintos: as
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a-Macroglobulinas, péptidos aldeidicos, péptidos com grupos clorometil cetonas, e metais
quelantes.

As a-Macroglobulinas sdo um grupo de proteinas de elevado peso molecular, que
se ligam e inibem um grande nimero de endopeptidases. Faz parte deste grupo especifico a
proteina humana o,M, cuja capacidade inibitoria resulta de uma alteracdo conformacional
seguida de uma reagdo com a endopeptidase o que “armadilha” fisicamente a enzima
impedindo-a de reagir [166]. Assim, verifica-se que a a;M apresenta um mecanismo de
acao que nao envolve ligacdo direta ao centro ativo da protease como a maioria dos
inibidores. A a;M inibe as proteases irreversivelmente, contudo, a enzima continua a
apresentar atividade catalitica em péptidos de pequenas dimensdes. No entanto, em
péptidos de dimensdes superiores a 28kDa apresenta-se praticamente inativa. Esta
particularidade resulta do impedimento estéreo que a protease apresenta quando ligada a
molécula de oM [166].

Outro tipo de inibidor ndo-especifico sdo os péptidos aldeidicos. Estes péptidos sao
constituidos por uma de cadeia aminoacidos e apresentam uma substituicdo do grupo a-
carboxilato por um grupo aldeido [167]. Estes inibidores sdo geralmente reversiveis e sdo
referidos como “analogos de estado de transi¢do”, uma vez que inibem a atividade da
protease a0 mimetizar o intermediario tetraédrico formado durante a hidrélise da ligacao
peptidica [168]. Devido a sua baixa toxicidade, a sua estabilidade em solucdo aquosa e
capacidade em penetrar nas células estes inibidores tém sido largamente utilizados com o
objetivo de evitar a ocorréncia de proteodlise em culturas de células [169], potenciando a
sua utilizacdo noutras aplicagdes. Os dois exemplos mais conhecidos desta familia de
inibidores nao-especificos sdo a leupeptina e a antipapaina sendo capazes de inibir
proteases serinicas e cisteinicas. Por exemplo, a leupeptina é capaz de inibir eficazmente a
tripsina e a catepsina B, enguanto a antipaina consegue inibir a tripsina e a calpaina [95,
170].

Uma das caracteristicas das metaloproteases é a presenca de ido metalico
(frequentemente zinco), que participa na catalise polarizando as moléculas de agua de
forma a atacarem as ligagdes peptidicas do substrato [171]. Esta caracteristica diferencia as
metaloproteases, de outras proteases como calpainas, cuja atividade pode ser estabilizada
(ndo obrigatoriamente) pela presenca de célcio. Tanto as metaloproteases como algumas

proteases serinicas estabilizadas por calcio podem ser inibidas por agentes quelantes como
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EDTA e EGTA [172]. Por vezes, elevadas concentracdes de zinco (na ordem dos mM)
também podem inibir metaloproteases. A inibicdo por zinco resulta muitas vezes da
formacéo de mono hidroxido de zinco atraves da ligacao do ido catalitico (zinco) a cadeia
lateral do centro ativo da enzima [79] . Verifica-se entdo uma inibicdo competitiva entre o
substrato e o inibidor. A inibicdo ndo-competitiva por outros ides metalicos acontece
quando ocorre ligagdo dos ibes metalicos a outros locais da enzima que ndo o centro ativo.

Contrariamente aos inibidores nédo-especificos, os inibidores especificos de
proteases apenas atuam em enzimas pertencentes a uma unica familia de proteases. Estes
inibidores sdo entdo divididos com base na familia de proteases na qual atuam, tais como,
inibidores de proteases serinicas, proteases cisteinicas, metaloproteases e proteases
asparticas. No caso dos inibidores especificos de proteases serinicas, estes podem ser
divididos em varios grupos, uma vez que existem varios tipos de moléculas distintas que
permitem a diminuicdo da sua atividade. Estes inibidores podem ser organizados com base
nas suas caracteristicas da seguinte forma: organofosfatos, fluoretos de sulfonil, cumarinas,
péptidos de &cido boronico e proteinas inibidoras de proteases serinicas.

As proteinas inibidoras de proteases serinicas podem ser divididas em alguns
grupos de acordo com Varios esquemas. Dentro deste tipo destacam-se os inibidores kunitz
de tripsina, como por exemplo a aprotinina. Estes inibidores atuam formando um complexo
forte mas reversivel entre a protease e o inibidor, embora existam inibidores de elevado
peso molecular em que a sua reversibilidade é dificil de demonstrar (serpinas). As
proteinas inibidoras de proteases in vitro apresentam baixa seletividade, embora in vivo o
mesmo ndo seja esperado [173]. A aprotinina é um inibidor especifico de proteases
serinicas, capaz de inibir enzimas como a tripsina, quimiotripsina e proteases relacionadas
[112]. Esta proteina foi muito utilizada como forma de reduzir a hemorragia em cirurgias
complexas como cirurgias ao coracdo e figado, em que a aprotinina diminuia a ocorréncia
da fibrindlise (processo através do qual um codgulo sanguineo é destruido) e
consequentemente a necessidade de transfusGes sanguineas durante o procedimento
cirurgico. Em 2008 o uso da aprotinina em cirurgias foi proibido depois de varios estudos
terem associado a utilizacdo desta a eventuais riscos pés-operatorios e até mesmo a morte
[174]. Esta proteina € proveniente de tecido pulmonar de bovino, apresentando um peso
molecular de 6511,51g/mol e uma cadeia de 58 aminoacidos na forma de polipéptido

globular [175-177]. Este polipéptido é bastante estavel devido a presenca de 3 pontes
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dissulfureto (Cys5-Cys55, Cys14-Cys38 e Cys30-Cys51) [177]. Como j& foi referido, a
aprotinina apresenta uma estrutura terciaria bastante estavel, o que permite evitar a sua
desnaturacdo a temperaturas relativamente elevadas, pHs ligeiramente acidos ou alcalinos,
na presenca de solventes organicos e até mesmo evitando a degradacao proteolitica [178].
Quando em pHs extremos, inferiores a 3,2 ou superiores a 10, verifica-se a quebra dos
complexos aprotinina-protease [179].

Os inibidores especificos das proteases cisteinicas podem ser organizados em cinco
categorias distintas, sendo elas, péptidos sintéticos de diazometano, péptidos epdxidos,
fluorometil cetonas, alciloxi-metil cetonas e proteinas inibidoras, conhecidas por cistatinas.
As cistatinas sdo inibidores reversiveis que se ligam fortemente e exclusivamente as
proteases cisteinicas da familia da papaina. Uma das raz6es que explica a ndo inibicdo de
outras familias de proteases por parte das cistatinas € o facto de as cistatinas inibirem as
proteases com base na criacdo de uma estrutura tridimensional, que impede o substrato de
se ligar & enzima impossibilitando a enzima de realizar a sua atividade catalitica [180].

Os inibidores de metaloproteases sdo especificos atuando apenas em proteases da
classe das metaloproteases. Este tipo de inibidores estd dividido em dois grupos de
inibidores: peptidicos e proteicos. Os inibidores peptidicos especificos de metaloproteases
sd0 compostos que procuram atuar sobre a protease de forma a que um agente quelante
reaja com o atomo catalitico da enzima (usualmente zinco) de forma a inativa-la. Por esta
razdo, geralmente estes inibidores apresentam um grupo que lhe permite obter
propriedades quelantes. Estes grupos podem ser, grupos carboxilicos [181], grupos tiol
[182], entre outros. Este grupo fica entdo ligado a uma cadeia de tamanho particular de
forma a conseguir aceder ao centro ativo da metaloprotease de interesse. Para terminar o
grupo dos inibidores especificos, temos os inibidores especificos das proteases asparticas
(pepsina, catepsina D...) [183], neste conjunto de inibidores esta inserida a pepstatina-A
(inibidor altamente conhecido e estudado). Este inibidor é um pentapéptido de cadeia
Isovaleryl-Val-Val-Sta-Ala-Sta, e apresenta na sua constituicdo dois residuos de um
aminoacido incomum, a estatina [acido 3S,4S-4-amino-3-hidroxi-6-metil heptandico]
[184]. A pepstatina apresenta uma constante de inibicdo para a pepsina de 4,5x10™ M
[185] e para a renina de 1,3x10™° M [186], mostrando com estes valores a sua elevada
eficacia como inibidor. Varios estudos tém sido realizados de forma a modificar a estrutura

da pepstatina, procurando obter uma seletividade maior para diferentes proteases asparticas
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[76]. Um grande numero de trabalhos tem sido realizado no sentido de criar um inibidor
biodisponivel, eficaz e seletivo para proteases do virus HIV [187].
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1.6. Objetivos

As proteases apresentam um papel fulcral na manutencdo da homeostasia dos
organismos e o seu mau funcionamento/desregulacdo pode levar a um desequilibrio,
podendo levar a origem de diversas patologias. Devido as suas caracteristicas: i) modelo de
atuacdo em cascata, ii) ocorréncia de autdlise e iii) baixa concentracdo nas amostras, 0
estudo das proteases € ainda limitado. Por esta razéo, este trabalho teve como objetivo
desenvolver um sistema simples e eficaz com base em nanoparticulas magnéticas
acopladas a inibidores especificos de proteases que permita a caracterizacdo de proteases.

De forma a alcancar o objetivo principal, os objetivos secundarios sao:

a) Sintese, funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas e acoplamento de
inibidores;
b) Caracterizacdo de proteases presentes em biofluidos com o sistema de

nanoparticulas magnéticas@inibidores.
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2. Material e Métodos
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2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados em todo o procedimento experimental, encontram-se abaixo.

Nome Formula Quimica Abreviatura

1-Propanol C3HgO

3-aminopropil trietoxissilano CgH,3NO5Si APTES
Acido acético glacial C,H,0,

Acido etilenodiaminotetraacético CioH16N,05 EDTA
N-(Trimetoxissililpropil)-etilenodiaminatriacetato de

sodio C14H25N2Naz0gSi EDTA-TMS
Acido nitrico HNO;

Acrilamida C;sHsNO

Aprotinina de pulméo de bovino

Azul bromofenol

Bicina CsH13NO,

Bisacrilamida C;H1oN,0,

Citrato de Sodio CsHsNazO4

Cloreto de ferro (I1) tetra-hidratado Cl,Fe.,H,0

Cloreto de Ferro (111) hexa-hidratado ClsFe.gH,O

Coomassie brilliant blue g250

Dodecil de sulfato de sodio NaC;,H,5S0, SDS
Gelatina

Glicerol C3HgO4

Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilcarbodiimida CgH17N3 EDC
Hidroxido de aménio NH,OH

Hidroxido de sodio NaOH

Mercaptoetanol C,HeSO
N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina CsH1sN> TEMED
N-hidroxisuccinimida C,HsNO; NHS
Ninidrina CoHeO4

Persulfato de amoénio (NH,),S,04

Tampdo fosfato pH 7,4 - PBS

Tetraetil Orto-silicato SiCgH 0, TEOS
Trietilamina CsHisN

Tris-HCI, solucdo tampéo a pH 6,5 conc 0,5M

Tris-HCI, solucdo tamp&o a pH 8,8 conc 1,5M

Triton X-100 C14H,,0(C,H,0),
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2.2. Procedimento experimental
Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento experimental com o objetivo de

sintetizar e funcionalizar NPs magnéticas segundo diferentes estratégias, visando assim a
aplicacdo das NPs funcionalizadas para enriquecimento de proteases de amostras

bioldgicas.

2.2.1. Sintese das Nanoparticulas, funcionalizacdo e acoplamento a
inibidores

De forma a facilitar a compreensdo da metodologia experimental encontra-se

representado na Figura 4 um esquema resumo das varias etapas envolvidas na preparacao

das nanoparticulas. Os resultados experimentais obtidos serdo também apresentados com

base neste esquema.

Etapal Etapa 3 Etapa 4
S -0 o CH,COOH
o s.(cu,), NH, :> O = Si(CH,);-NH- ¢ —~CH,-N-CH,-CH,- -N-CH,COOH
EDC, NHS 0”7 CH,COOH
6@
N

SOS.L

Etapa2 /

OH
-OH

0
0 CHZC NH-Aprotinina
0o- S|(CH2)a NH-C —~CH,-N-CH,-CH,-N-CH,CO - NH-Aprotinina
-0~ tHzﬁ NH-Aprotinina

Etapa 6

-0 CH,COOH
0 - Si(CH,)5-N-CH,-CH,-N-CH,COOH
-0 CH,COOH

EDTA-TMS

Ac. Acético,
Etanol, 902C

Figura 4 - Esquema da divisdo do trabalho por etapas
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A sintese das nanoparticulas de magnetite — Fe;O, (etapa 1) realizou-se pelo método da
co-precipitacdo de FeCl, e FeCls (razdo molar - 1:2) em condicdes alcalinas, a temperatura
ambiente e atmosfera inerte. Posteriormente, as NPs foram estabilizadas com citrato de
sodio de forma a evitar a sua aglomeracdo em solucao [188, 189].

e Sintese das nanoparticulas de magnetite (Fe304) - Etapa 1
Num baldo de 250 ml com 190 ml de &gua destilada, adicionou-se 4,43 g de cloreto de
ferro (111) hexahidratado (FeCl;.6H,0) e deixou-se a borbulhar em corrente de azoto
durante algum tempo de forma a retirar o oxigénio em solugdo. De seguida, adicionou-se
1,625g de cloreto de ferro (1) tetrahidratado (FeCl,.4H,0) e também 10 ml de hidroxido
de amoénio (NH4OH), e deixou-se reagir durante 10 minutos a temperatura ambiente e sob
agitacdo mecanica. Apds sintese da magnetite, lavaram-se as particulas trés vezes, com
agua destilada e com auxilio da separacdo magnética

e Estabilizagdo da magnetite
Para estabilizacdo das nanoparticulas, lavou-se com 4&cido nitrico (HNOj) 2M e
consequente separacdo magnética. De seguida, adicionou-se dgua e acertou-se o pH com
hidroxido de sodio (NaOH) até aproximadamente pH 2,5. Por fim, adicionou-se 5ml de
citrato de sodio (NazCgHsO;) 0,5M e deixou-se reagir durante 1h. Apos estabilizacdo
lavaram-se as nanoparticulas com agua e levou-se a liofilizar.

As nanoparticulas de magnetite foram revestidas com uma capa de silica amorfa —

SiO, (etapa 2), com 0 objetivo de prevenir a sua aglomeracdo e garantir também a sua
estabilidade quimica evitando a sua oxidagdo. O revestimento com silica tem também
como objetivo a criacdo de uma plataforma para posterior funcionalizacdo e modificagéo
superficial [190, 191]. A silanizacdo das particulas foi realizada pela hidrélise do tetraetil
ortosilicato (TEOS) em condigdes alcalinas utilizando trietilamina como catalisador [188].
As nanoparticulas de magnetite revestidas com uma capa de silica foram funcionalizadas
segundo duas estratégias distintas.

e Silanizagdo — Etapa 2
Para proceder a silanizacdo, suspendeu-se 100 mg de magnetite em 18 ml de agua e
deixou-se a sonicar durante 10 minutos em gelo. De seguida, adicionou-se tetraetil orto-
silicato (30%v/v em etanol) e adicionou-se 0,1 ml de trietilamina e sonicou-se durante 15
minutos. Por fim, lavaram-se as particulas com &gua e separaram-se magneticamente e

levaram-se a liofilizar.
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A primeira (etapa 3,4 e 5) consistiu no acoplamento da Aprotinina (inibidor) a
superficie das NPs magnéticas. Para tal a superficie das nanoparticulas silanizadas foi
primeiro funcionalizada com grupos amina —NH, (etapa 3b), através da reacdo com (3-
aminopropil) trietoxissilano (APTES), conferindo maior reatividade a superficie e
diminuindo interacBes ndo especificas com proteinas [192, 193]. De seguida introduziram-
se grupos carboxilo — COOH (etapa 4) na superficie das NPs. Esta funcionalizac¢éo foi
realizada via ativacdo carbodiimida utilizando EDC e NHS, em que 0s grupos amina das
NPs se ligam covalentemente aos grupos carboxilo do EDTA [194]. O composto EDTA foi
selecionado precisamente por conter na sua estrutura um elevado nimero de grupos
funcionais — COOH. Finalmente, procedeu-se a imobilizacdo da aprotinina (etapa 5),
fazendo-a reagir com as NPs pela via de ativacdo carbodiimida, através da reacdo dos
grupos carboxilo das NPs com o terminal amina da aprotinina [194].

e Funcionalizacdo com NH; — Etapa 3
De forma a vetorizar as nanoparticulas com terminais amina (-NHy), lavou-se as particulas
com 1-propanol, de seguida adicionou-se com APTES (0,1 ml por 30mg de particulas) e
deixou-se em agitacdo durante 12 horas. Posteriormente lavou-se com &gua desionizada e
liofilizou-se.

e Funcionalizacdo com EDTA (ligacdo amida) — Etapa 4
Solucdo 1: Adicionou-se 20mg de EDC e 25mg de NHS a 100mg de EDTA em 5ml de
agua destilada e homogeneizar.
Nota: os cross-linkers (EDC e NHS) devem ser adicionados a solu¢do que contém os
grupos carboxilo (-COOH) de forma a ativa-los.
Solucéo 2: Dispersou-se 70mg de nanoparticulas em 10ml de agua destilada.
Por fim, adicionou-se a solucdo 1 a solucdo 2 e acidificou-se até pH 4,5 e deixou-se em
agitacdo durante 24 horas. Por fim, lavou-se e levou-se a liofilizar [194].

e Imobilizacdo de aprotinina (ligacdo amida) — Etapa 5
Solucdo 1: Adicionou-se 20 mg de EDC e 25 mg de NHS a 70mg de particulas e
dispersou-se em 10 ml de &4gua destilada.
Nota: os cross-linkers (EDC e NHS) devem ser adicionados a solugdo que contém o0s
grupos carboxilo (-COOH) de forma a ativa-los.

Solugéo 2: Dissolveram-se 2mg de nanoparticulas em 5ml de agua destilada.

39



Por fim, adicionou-se a solucdo 1 a solucdo 2 e acidificou-se até pH 4,5 e deixou-se em
agitacdo durante 24 horas. Por fim, lavou-se e levou-se a liofilizar.

A segunda estratégia de funcionalizacao (etapa 6) consistiu na introducao de grupos
— COOH com acdo quelante na superficie das NPs e visa a aplicacdo das NPs no
enriquecimento de metaloproteases. Para tal, as NPs foram funcionalizadas com EDTA
modificado (EDTA-TMS). A reacdo decorreu em meio &cido, com base no protocolo
desenvolvido por Ding et al. [195].

e Funcionalizacdo com EDTA-TMS — Etapa 6

Dispersaram-se 80mg de nanoparticulas em 2,5ml de agua e adicionaram-se 3 ml (1 ml de
EDTA-TMS em 2ml de agua desionizada). De seguida adicionaram-se -se 50ul de acido

acético glacial e deixou-se em agitacdo mecanica a 90°C durante 18 horas.

2.2.2. Quantificacdo de proteina

A quantidade de aprotinina existente em cada amostra foi quantificada pelo
método RC-DC (Bio-rad). A quantidade de aprotinina imobilizada na superficie das NPs
foi calculada pela diferenca entre a quantidade de aprotinina na amostra inicial e a
quantidade de aprotinina no sobrenadante de incubacéo.

e Quantificacdo Proteina— RC-DC
Retirou-se 5uL de amostra para um eppendorf, e adicionou-se 125uL de reagente 1 e
levou-se ao vortex. De seguida, adicionou-se 125uL de reagente e levou-se ao vortex
novamente, apds este procedimento, centrifugaram-se as amostras a 150009 durante 5
minutos e descartou-se 0 sobrenadante (sem recorrer a micropipeta). Repetiu-se o
procedimento anterior em que se adicionou 125uL de reagente 1 e levou ao vortex e 40uL
de reagente 2 e levou-se ao vortex novamente, de seguida centrifugou-se durante 5 minutos
a 15000g e descartou-se o sobrenadante (novamente sem recorrer a micropipeta). De
seguida as amostras foram secas na Speevac. Ap0s as amostras estarem secas adicionou-se
50uL de reagente A’ e levou-Se ao vortex e seguidamente adicionou-se 400uL de reagente
B e levou-se ao vortex. Por fim, deixou-se reagir durante 15 minutos a temperatura
ambiente e leu-se a absorvancia de 200uL a 750nm.

e Preparagdo de A’
Juntar 1ml de Reagente A a 20uL de reagente S.
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2.2.3. Incubacéo das NPs com biofluidos

Os biofluidos foram pré-tratados com base em protocolos estabelecidos para o
tratamento das amostras em causa. Os biofluidos foram obtidos de individuos saudaveis.

A saliva ndo estimulada foi coletada em jejum para tubos de recolha previamente
arrefecidos no gelo. As amostras de saliva foram centrifugadas a 12000g durante 30
minutos a 4°C [196]. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C até analise.

Para incubacdo das NPs com os biofluidos (saliva) foram suspensas 1,5 mg de NPs
em 500pl de biofluido ja pré-tratado, e deixou-se sob agitacdo mecéanica a temperatura
ambiente durante 4 horas. As NPs foram separadas magneticamente, descartou-se o
sobrenadante e lavaram-se (tampéo Tris-HCI, pH 8,6) as NPs 3 vezes, de forma a tentar

remover as proteinas ligadas a matriz (NPs) inespecificamente.

2.2.4. Separacdo de proteinas por SDS-PAGE

As proteinas presentes na matriz (NPs) foram separadas por um gel de eletroforese

em condigdes desnaturantes. Para tal, foi preparado um gel de 15% SDS-PAGE, de forma a
separar as proteinas pelo seu peso molecular. Apds a corrida, o gel foi deixado a fixar
durante 1 hora numa solucdo de 40% metanol, e de seguida deixado a corar overnight em
solugé@o de coomassie coloidal. Por fim, o gel foi descorado com solucdo 25% metanol de
forma a remover o corante de fundo (background). As NPs foram fervidas em tampéo de
carga e seguidamente removidas magneticamente.

e Gel de corrida (15%)
De forma a preparar um gel de poliacrilamida 15% adicionou-se 3,4ml de ddH,0O, de
seguida juntou-se 5ml de tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8, seguido de 7,29ml, 4,02ml e
0,2ml de acrilamida 40%, bis-acrilamida 2% e SDS 10%, respetivamente. Por fim, foram
adicionados 0,1ml e 0,01ml de catalisadores ¢ APS 10% e TEMED, respetivamente.
Homogeneizou-se a solucdo e passou-se para as cassetes de corrida (Bio-rad) e deixou-se
polimerizar a temperatura ambiente.

e Gel de Carregamento (do inglés Stacking Gel — 4%0)
Adicionou-se 5,8ml de ddH,O, seguido de 2,5ml de tampédo Tris-HCI 0,5M pH 6,8,
prontamente foram adicionados 0,97ml de acrilamida 40%, 0,54ml de bis-acrilamida 2% e
0,1ml de SDS 10%. Por fim, adicionou-se 0,05ml e 0,01ml dos catalisadores APS 10% e
TEMED, respetivamente.
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e Tampado de carga
Adicionou-se a 400pl de SDS 10%, de seguida adicionou-se 250 ul de Tris-HCI 0,5M pH
6,8, e adicionaram-se 150 ul e 200 pl de glicerol e mercaptoetanol, respetivamente. Por
fim, adicionaram-se alguns p6s de azul bromofenol.

e Tratamento dos Geis ap0s corrida
Os géis foram deixados a fixar em solucdo de 40%metanol, 10% acido acético em agua,
durante 1 hora sob agitagdo mecanica. De seguida, deixaram-se em coloragao overnight
com coomassie colloidal, e por fim deixaram-se a descorar em solu¢do 25% metanol em

agua durante 2/3 horas.

2.2.5. Teste de atividade de metaloproteases por zimografia

Os ensaios zimograficos foram efetuados com base nos procedimentos descritos
por Vitorino et al. [197]. Sucintamente, as proteinas ligadas as NPs foram separadas por
gel 15% SDS-PAGE, em que o gel foi copolimerizado com gelatina. Apds eletroforese, o
gel foi lavado com uma solugéo 2,5% Triton X-100 e incubado a 37°C em tampé&o de
desenvolvimento (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM CaCl,, 10 mM ZnCl,) overnight. De
seguida, o gel foi corado com solugdo 0,5% m/v Coomassie Brilliant Blue (CBB) G250,
durante 4 horas sob agitacdo mecénica e de seguida descorado com uma solucdo 40%
metanol/10% acido acético. Sendo a gelatina um substrato das metaloproteases (proteases-
alvo), a zimografia permite observar a presenca ou ndo de metaloproteases ligadas as NPs

com bastante sensibilidade.

2.3. Instrumentacao

2.3.1. Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

O FTIR foi realizado com recurso a uma célula de reflexdo atenuada total — do
inglés “attenuated total reflection” — ATR. Os espectros de infravermelho foram obtidos
utilizando um espectrofotometro de infravermelho FT Mattson 7000, com célula Golden-
Gate de reflexdo unica com cristal de reflexdo total atenuada (ATR),para amostras sélidas.

Todos os espectros foram adquiridos com resolucéo de 4 cm™ e 256 varrimentos e

com um intervalo de nimero de onda entre 4000-500 cm™,
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2.3.2. Medicéo do Potencial Zeta

O potencial zeta das solu¢des de nanoparticulas de magnetite foi medido utilizando
0 equipamento Zetasizer Nanoseries, da Malvern Instruments. As medicdes realizaram-se

utilizando uma célula de plastico descartavel, apds medicao dos valores de pH da solucéo.

2.3.3. Microscopia eletrénica de transmisséo

As nanoparticulas de magnetite foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissdao (TEM) utilizando um microscépio Hitachi H-9000, operado a 300kV. A
preparacdo das amostras consistiu na deposicdo de uma gota de uma suspensdo aquosa de
nanoparticulas, numa grelha de cobre revestida com carbono e deixando-se posteriormente

evaporar o solvente.

2.3.4. Espetrometria de massa

Os espectros de massa foram obtidos utilizando um espectrometro de massa de
laser de adsorcdo/ionizacdo de matriz assistida com tempo de voo MALDI-TOF/TOF
(4800 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) em modo positivo
de refletor de iGes e a coletar valores de massa entre 700-4500 Da com 800 disparos de

laser.

2.3.5. Difracéao de raios-X

Os difratogramas de raios-X das nanoparticulas foram obtidos num difractéometro

Rigaku Geigerflex Dmax X-ray equipado com fonte de radiacdo monocromaética Cu Kr.

2.3.6. Digitalizacao de géis

As imagens dos géis foram obtidas utilizando um sistema Geldoc XR+ (Bio-rad) e

processadas utilizando o software ImageLab® versdo 3.0 (Bio-rad).

2.3.7. Medida da area superficial especifica BET

A éarea superficial especifica das NPs magnéticas foi determinada através do

método BET de adsorcao de azoto utilizando um equipamento Gemini Micromeritics.
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2.3.8. SQUID

As medidas foram feitas num Magnetdmetro da Quantum Design modelo MPMS-
5s da Universidade do Porto, equipado com um superconducting quantum interference
device. As medidas foram feitas a 300 K, com campos magneticos desde 5x1075 até -300
Oe.
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3. Resultados e Discussao
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3.1. Caracterizacéo das nanoparticulas magnéeticas

Apdbs a sintese das nanoparticulas (NPs) de Oxido de ferro - magnetite (FezOj)
procedeu-se & sua caracterizacdo de forma a avaliar as suas propriedades tais como o
tamanho, a capacidade de dispersdo no meio, a aglomeracao, a silanizacéo, entre outros. As
técnicas de caracterizacdo usadas foram a microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), a
difracdo de raios-X (DRX), a medicdo da area superficial especifica pelo método BET
(Brunauer Emmett Teller), a espectroscopia de infravermelho com transformadas de
Fourier (FTIR), tendo sido ainda efetuadas medicGes da carga a superficie (potencial zeta)
e medidas de magnetizacdo por SQUID. Estes estudos de caracterizagcdo foram realizados

em todas as etapas do procedimento.

3.1.1. Sintese do ndcleo magnético e revestimento com capa de
silica
A Figura 4 representa, sinteticamente, as varias fases da preparacdo das NPs, sendo
que as etapas 1 e 2 correspondem a sintese do ndcleo magnético (magnetite - Fe30,) pelo
método de co-precipitacdo e ao revestimento do nicleo magnético recorrendo a hidrolise
de um orto-silicato (TEOS).
A formacgdo da magnetite pelo método da co-precipitacdo dos ides Fe** e Fe** ocorreu

segundo a reacao (Eqg. 1):

2Fe3*(aq) + Fe?*(aq) + 80H" > Fe;0, (s) + 4H,0 (Eq. 1)
As equacdes 2 e 3 descrevem as reacdes quimicas de hidrélise e condensagdo que ocorrem
durante a formacao do revestimento de silica:

Trietilamina
Etanol

Si(0C,Hs), + 4H,0 > Si(OH)4 + 4C,H-OH (Eq. 2)

SO, — oo s $i0, + 2H,0 (Eq. 3)
Etanol

A silanizagéo é um passo fundamental uma vez que protege o nucleo magnético da acdo de

agentes externos e, além disso, é responsavel pela introducdo de grupos silanol na

46



superficie das NPs necessarios para prosseguir com as funcionalizagdes em estudo [198,
199].

Com o intuito de confirmar a obtencdo de particulas de magnetite de tamanho
reduzido e a sua silanizacdo recorreu-se a técnica de difracdo de raios-X. Esta técnica
possibilita a avaliagdo da estrutura cristalina das particulas, a qualidade da sua
cristalinidade e permite também, estimar o tamanho médio das particulas (cristalites).

Fe O
i A (311)
Fe;0,@Si0,
8
=]
D) (440)
S (220)
=
é (111)
=
T=] I
»‘*
T L T Y T o T & T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

20 (graus)

Figura 5 - Difratograma de raios-X de magnetite antes e ap0s silanizagéo

O difratograma de raios-X obtido para as NPs de magnetite, antes e apds silanizacao

(Figura 5 e Tabela 3) valida a obtencdo de magnetite cristalina pelo método da co-
precipitacdo. Na Tabela 3 os valores de 20 estdo indexados aos indices de Miller

correspondentes a rede de planos da magnetite de estrutura cristalina cibica (JCPDS 19-
629) [200-202].

Tabela 3- Resultados de DRX da magnetite e magnetite silanizada

Indice de Miller ‘ Angulo (20)
(111) 18,4°
(220) 30,10
(311) 35,50
(400) 43,20
(422) 53,50
(511) 57,00
(440) 62,7°
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A auséncia de picos com valores para 0s angulos 2© entre os 20° e os 30°, sdo
indicadores da inexisténcia de maguemite (Anexo). Através da medicdo da largura a meia
altura do pico (311) e aplicando da equacdo de Scherrer foi possivel constatar que as
particulas de magnetite obtidas tém um tamanho médio de 10-20nm [200, 204, 205].
Verificou-se também que os picos obtidos no difratograma possuem uma base alargada,
podendo ser este um indicador de uma cristalizacdo deficiente da magnetite, tipica do
método de co-precipitacdo [4, 204]. A magnetite foi a Unica fase cristalina identificada no
difratograma obtido (Anexo). No caso das NPs silanizadas, uma vez que a capa protetora
de silica que envolve o nlcleo magnético € amorfa, ndo era de esperar qualquer alteracdo
no difratograma obtido. Como se pode verificar na Figura 5 estdo presentes apenas 0S
picos caracteristicos referentes a estrutura cristalina da magnetite.

De seguida, de forma a avaliar a morfologia das NPs, recorreu-se & microscopia
eletronica de transmissdo (TEM). As imagens de TEM (Figura 6 A e B) mostram que se
obteve magnetite de morfologia esférica com diametro médio de 11,8nm % 3,2nm
(calculado usando o programa imageJ, v1.46), valor que se encontra de acordo com 0s
resultados obtidos por DRX. Nas imagens de TEM obtidas para as particulas silanizadas
(Figura 6. C e D), verifica-se que foi possivel revestir o nicleo magnético com uma capa

de silica amorfa com cerca de 4,9+1,5 nm de espessura.

48



Figura 6 - A) Imagem TEM do Nucleo de Magnetite (Fe;O,4) - ampliagdo 40000x; B) Imagem TEM Nicleo de
Magnetite (Fe;0,) - ampliacdo 60000x; C) Imagem TEM do Nicleo de Magnetite (Fe;O,) revestido com silica
(SiO,) - ampliacao 50000x; D) Imagem TEM Nicleo de Magnetite (Fe;0,) revestido com silica (SiO,) - ampliagéo
100000x.

Outra técnica utilizada na caracterizacdo do nucleo da magnetite foi a espetroscopia
de infravermelho por transformadas de Fourier. Esta técnica permite identificar a
composi¢cdo quimica das particulas a partir dos picos caracteristicos correspondentes a
vibracdo das ligagdes quimicas. Na Figura 7 estdo presentes os espetros de infravermelho
obtidos para a magnetite antes e depois da silanizacdo e na Tabela 4 identificam-se as
principais bandas de vibracao observadas.
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Figura 7 - Espetros de infravermelho (FTIR-ATR) do ndcleo da magnetite antes e ap6s silanizacao.

Nos espetros das nanoparticulas de 6xido de ferro observa-se uma banda de
vibracio a aproximadamente 557 cm™, caracteristica da ligagdo Fe-O [205-207] (Tabela 4)
validando a obtencdo de um nucleo de Fe;O,4. Por sua vez, a existéncia de outros picos (p.e.
a 1300 cm™ (aproximadamente), e 1550-1610 cm™ (aproximadamente)) indica a presenca
de citrato, que foi adicionado apds a sintese da magnetite, de forma a ser obtida uma
melhor dispersdo das nanoparticulas em meio aquoso, evitando assim a sua aglomeracao
[208].
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Tabela 4 — ldentificacdo das principais bandas de vibragdo dos espectros de FTIR das particulas Fe;O4 e
FE304@SiOZ

Nucleo de magnetite (etapa 1)

Ligacdo quimica NGmero de onda (cm™) ‘ Tipo de vibragdo Referéncias

Fe-O 560 [205-207]
C=0 1585 Elongacéo [209-211]
2870 Elongacéo Assimétrica
2960 Elongacdo Simétrica
1380 Deformagdo Simétrica
o 1470 Deformagéo Assimétrica 210, 212218
1050 Elongacéo no plano
907 Elongacdo fora de plano
1378 Deformacéo
O-H 3300-2500 Elongacio [212, 216, 217]
A 1400 Deformagdo no plano
o 930 Deformacdo fora do plano [213, 218]

Nucleo de magnetite ap6s silanizagéo (etapa 2)

Ligacdo quimica NGmero de onda (cm™) Tipo de vibragdo Referéncias

Fe-O 557 [205-207]
Si-OH 3700-3200 Elongacéo [217]
Si-O-Si 1130-990 Elongacdo assimétrica [217, 219]
Si-O-Fe 950 Elongacéo [219]

1378 Deformagdo

O-H 2500-3500 Elongagéo 2112, 2103, 2117
2870 Elongacdo Assimétrica
2960 Elongacgdo Simétrica
1380 Deformagdo Simétrica

C-H 1470 Deformagao Assimétrica [210, 212-215]
1050 Elongacéo no plano
907 Elongacéo fora de plano

No caso do espetro das particulas ap6s silanizacdo (Figura 7 e Tabela 4) ainda se
observam os picos referentes a ligacdo Fe-O. Adicionalmente observa-se o aparecimento
de novos picos, sendo 0s mais proeminentes, 0s picos caracteristicos da vibracéo Si-O-Fe e
Si-O-Si com nimero de onda 950 cm™ [217] e 1050 cm™ [217, 219], respetivamente, 0 que
confirma o crescimento de uma capa protetora de silica (SiO,) em torno das NPs.
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A determinacdo do potencial zeta, que nos d& uma indicagdo da carga a superficie
das particulas, consiste numa técnica que possibilita a medicdo da magnitude das
interacOes eletrostaticas ou da carga de repulsdo/atracdo entre as particulas. A sua
determinacdo permite avaliar fatores como a dispersdo, a agregacdo ou a floculagéo,
podendo ser utilizado com o objetivo de otimizar formulagdes de dispersdes, emulsdes e
suspensdes [220]. Neste trabalho, em particular, o potencial zeta foi determinado com o
intuito de validar as funcionalizagdes em estudo e avaliar a influéncia destas
funcionalizacdes na estabilidade das NPs em solucdo. Os valores de potencial zeta obtidos
para 0 nucleo magnético foram de -10,8+0,1 mV para um pH de 6,8. Estes valores
negativos podem ser justificados pelo fato de existirem grupos -OH a superficie das NPs
que procuram estabilizar os nucleos magnéticos em solucdo e que contribuem desta forma
para a sua dispersao em solucdo [221]. Por sua vez, no caso do potencial zeta obtido para
uma solucdo de NPs silanizadas, este apresenta valores de -9,6+0,2 mV a um pH de 6,8.
Apesar de ndo existir uma diferenca significativa entre os valores obtidos para as particulas
antes e ap0s o processo de silanizacdo, no caso das particulas silanizadas os valores de zeta
obtidos devem-se aos grupos Si-OH existentes na superficie das NPs [219].

Uma das caracteristicas das nanoparticulas que, atualmente tem fomentado a sua
utilizacdo é o facto de apresentarem pequenas dimens@es, propriedade que lhes confere
uma elevada area superficial especifica. Esta caracteristica possibilita a obtencdo de
valores elevados de superficie/volume e contribui para um aumento da eficiéncia de
separacdo mais significativo comparativamente aos sistemas de dimensdes micrométricas e
colunas. A isotérmica de adsorcdo BET permite avaliar a area superficial por massa de
particulas e foi aplicada com o objetivo de analisar a variagdo da area superficial com as
funcionalizacdes e, consequentemente, avaliar se algum dos passos de funcionalizacéo,
favorece a aglomeracédo das particulas. O valor de area superficial obtido para a magnetite
foi de 113,7 m?/g, estando préximo dos valores apresentados noutros trabalhos [222, 223].
No caso das particulas silanizadas o valor de BET obtido foi de 110,1 m%g. A ligeira
diminuicdo da area superficial das NPs apés silanizacdo pode dever-se ao aumento do
tamanho de NP, ap0s revestimento com SiO,.

Por fim, de forma a avaliar se as NPs obtidas apresentavam propriedades
magnéticas e a influéncia do processo de silanizagdo no magnetismo das NPs efetuaram-se
medidas utilizando um SQUID.
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Figura 8 — Curva de magnetizacéo das NPs antes e apos silanizacao.

As curvas de magnetizagdo obtidas para as NPs estdo apresentadas na Figura 8 e
demonstram o comportamento superparamagnético das NPs a temperatura ambiente. Os
resultados indicam que a energia térmica € muito superior ao campo magnético intrinseco

do material, levando assim a que os valores de magnetizacdo residual espontanea a
. . B ~_ a - ~ ,
temperatura ambiente seja 0 ( “? —> 0) e por esta razdo a temperatura ambiente ndo ha

histerese. E também possivel observar que com a aplicacdo do campo magnético o
momento magnético das particulas alinha com a direcdo do campo magnético aplicado,
atingindo-se a saturacdo magnética das NPs de FesO,4 por volta de 65 emu/(g amostra),
concordando com os valores descritos na literatura para magnetite de dimensdes reduzidas
(~ 10 nm) [224]. Apds silanizagdo, observa-se que ha uma ligeira diminuicdo nos valores
de magnetizacdo das NPs e inclusive se observa uma diminui¢cdo no valor de saturagéo
magnética para aproximadamente 60 emu/(g amostra), esta diminui¢cdo devendo-se ao

crescimento da capa de silica em torno do ndcleo magnético.
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3.1.2. Funcionalizacdo da superficie das NPs com grupos amina e grupos

carboxilo

A funcionalizacdo das NPs (Figura 9) tem como objetivo a modificagdo dos grupos
funcionais a superficie tornando desta forma possivel a imobilizagdo de inibidores
constituidos por cadeias de aminoacidos (aprotinina). Para além de permitirem o
acoplamento entre as NPs e o0s inibidores, espera-se também que estas funcionalizacdes
contribuam para 0 aumento da capacidade de reacdo entre os inibidores e as NPs,
possibilitando assim a imobilizagdo de uma elevada quantidade de inibidores. O
acoplamento NPs@Inibidores devera ser feito pelo grupo —COOH existente na a superficie
das NPs e o terminal amina dos inibidores, ndo sendo esperado que este acoplamento

influencie a capacidade inibitoria da aprotinina.

Etapa 3 Etapa 4

510,

i\-0 EDTA i\-0 o CH,COOH

D " 2 1l
i | 0= Si(CH,), NH, ﬁ i 0 Si(CH,)3-NH-C —CH,-N-CH,-CH,-N-CH,COOH
i-0 ’ -0 CH,COOH

Figura 9 - Esquema da funcionalizacdo da superficie das NPs Fe;0,@SiO, com grupos -NH, e -COOH

Na Figura 10 encontra-se um esquema mais detalhado da reacéo da ativagdo do APTES em
meio aquoso e funcionalizacdo da superficie das NPs com grupos amina (etapa 3). Durante
a reacdo de ativacao da superficie, ocorrem duas reagdes em simultaneo: a hidrdlise dos
grupos alcoxi do n-silano passando a grupos silanol mais reativos, e a condensacao destes
grupos silanol com grupos — OH existentes a superficie das NPs originando ligacdes Si-O-
Si estaveis [225].
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Figura 10 - Esquema da ativacdo do APTES em &gua e funcionalizacdo das NPs com terminais amina.

No esquema da Figura 11 que representa a formacdo da ligagdo amida via ativacao
carbodiimida (etapa 4). Esta ligacdo acontece em dois passos: a ativagdo dos grupos —
COOH na presenca de EDC, ap0s esta ativacdo formam-se esteres de NHS (ligacdo da
molécula que contém os grupos —COOH ao NHS (ligagdo R-COO-N(NHS))) que sao
grupos reativos formados pela ativagdo dos grupos carboxilato por parte do EDC que
reagem com as aminas primarias levando a formacéo de ligaces amida estaveis. Ambos 0s
ligandos (EDC e NHS) ndo ficam integrados na estrutura final. Este procedimento foi
utilizado para a vectorizagdo das NPs com grupos — COOH (etapa 4) e para imobilizagdo

com a aprotinina (etapa 5).
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Figura 11 - Esquema da liga¢do amida via ativacao carbodiimida com EDC e NHS.

Tal como aconteceu no caso da silanizacdo, a espectroscopia de infravermelho foi
utilizada com o objetivo de comparar 0s espetros das particulas antes e apds a
funcionalizacdo e avaliar desta forma o aparecimento de novos picos caracteristicos nos
espectros das NPs apoOs funcionalizacdo. As principais bandas de vibracdo estdo

identificadas na Tabela 5.

A) ] Fe;0,@SiO,/NH, B) Fe30,@SiO,/NH, 1052 - 559

=) Fe;0,@SiO, Fe30,@SiO,/NH,/COOH

] 1053 = 557

o A
s =
] | >}
-1 =
< =
z £
5 ] g
= =
< ] <

1 2875 \

- 4 1601 1378

) \
;*//—f\\\“//\/\
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de Onda (cm']) Nimero de Onda (cm'l)

Figura 12 - A) Espetros de FTIR da magnetite ap6s silanizacdo e ap6s funcionalizagdo com APTES; B) Espetros

de FTIR das NPs funcionalizadas com APTES e NPs ap6s funcionalizagdo com EDTA.
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Através da andlise da Figura 12 A e da Tabela 5 é possivel observar que a
funcionalizagdo da superficie das NPs com terminais —NH, é exequivel. A funcionalizacéo
foi confirmada pelo aparecimento de bandas caracteristicas do APTES no espectro de
FTIR das NPs funcionalizadas, destacando-se a presenca de bandas caracteristicas da
ligacdo Si-CH,, da ligacdo N-H/NH, e da ligacdo N-CH,, a 1270 cm-1 [219], a 3335 cm-
1/1615 cm-1 [219, 226] e a 2870 cm-1 [227], respetivamente. O aparecimento destas
bandas referentes a estes nimeros de onda indica a existéncia de APTES agrafado a
superficie das particulas, conferindo-lhes assim terminais — NH, a superficie.

No caso das particulas funcionalizadas com grupos terminais — COOH, através da
ligacdo amida entre as NPs com terminais — NH, e moléculas de EDTA, foi possivel

observar o aparecimento de picos caracteristicos do EDTA.

S7



Tabela 5 - Dados referentes ao espectro de FTIR da magnetite ap6s funcionalizagdo com APTES e EDTA

Magnetite ap6s funcionalizagdo com APTES (etapa 3b)

Ligacdo quimica NGmero de onda (cm™) Tipo de vibragdo Referéncias
Fe-O 560 [205-207]
Si-OH 3700-3200 Elongacéo [217]
Si-O-Si 1130-990 Elongacéo assimétrica [217, 219]
Si-O-Fe 950 Elongacéo [219]
1378 Deformacéo
S 2500-3500 Elongacio (22, 208, 210
Si-CHj3 1270 Deformagéo simétrica [219]
2870 Elongacao Assimétrica
2960 Elongacdo Simétrica
1380 Deformagdo Simétrica
C-H 1470 Deformagéo Assimétrica (210, 212218
1050 Elongacéao no plano
907 Elongacdo fora de plano
1653 Elongacéo
C-N 1567 Elongacéo [228, 229]
1299 Elongacédo
i 3335 Elongacéo
Mo 1615 Deformagdo (N-H) 210, 228
N-CH, 2780 Elongacéo [227]
Magnetite ap0s vectorizacdo com EDTA (etapa 4)
Ligacdo quimica NGmero de onda (cm™) Tipo de vibragdo Referéncias
Fe-O 560 [205-207]
Si-OH 3700-3200 Elongacéo [217]
Si-O-Si 1130-990 Elongacéo assimétrica [217, 219]
Si-O-Fe 950 Elongacéo [219]
1378 Deformacéo
ol 2500-3500 Elongacéo 22, 218, 2
Si-CH, 1270 Deformacdo simétrica [219]
2870 Elongacdo Assimétrica
2960 Elongacdo Simétrica
1380 Deformacdo Simétrica
i 1470 Deformagéo Assimétrica 20, 2221
1050 Elongacéo no plano
907 Elongacéo fora de plano
1653 Elongacéo
C-N 1567 Elongacéo [228, 229]
1299 Elongacéo
3335 Elongacéo
N-H 1615 Deformagcio (N-H) P25, 228
N-CH, 2780 Elongacéo [227]
1400 Deformagéo no plano
C-O-H 930 Deformacao fora do plano [213, 218]
C-0 1300 Elongacéo [213]
C=0 1585 Elongacéo [209-211]
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De acordo com as Tabela 4/Tabela 5 e a Figura 12 B, foi notério um aumento da
intensidade das bandas localizadas a 1598 cm™ e 1389 cm™ e um acréscimo da intensidade
na regi&o do espectro entre 3300 cm™-2500 cm™, sendo estes picos indicadores da presenca
das ligacdes C=0 [209-211], C-O-H [213, 218], O-H [212, 216, 217], e C-H [210, 212-215]
presentes na molécula de EDTA. O aumento nesta regido do espetro, também pode resultar
da contribuicdo da vibrago da ligagdo C-N da amida a 1653 cm™, a 1567cm™ e a 1299 cm”
! [228, 229]. Estes resultados permitiram validar o sucesso da vectorizacdo com EDTA,
através da ligacdo amida a superficie das NPs, conferindo-lhes grupos — COOH a
superficie.

O potencial zeta das NPs foi medido com o objetivo de confirmar os processos em
estudo, neste caso a funcionalizacdo com terminais —NH; e a vectorizacdo com EDTA,
sendo esperado que estas funcionaliza¢bes tenham influéncia nos valores de potencial zeta
obtidos. No caso das particulas funcionalizadas com APTES, obteve-se um valor de
potencial zeta de -2,8+1,5 mV. Comparando este valor com o valor de potencial zeta
obtido para as NPs ap0s a silanizacédo (-6,5 + 0,5 mV; pH 6,8), verificou-se um aumento do
valor de potencial zeta, tal como era esperado. Este incremento € justificado pela existéncia
de grupos —-NH, na superficie das particulas que ao pH utilizado (6,8) encontram-se na
forma de NH3", conferindo carga superficial as NPs [221, 230]. Apesar de ser esperado um
valor positivo para as particulas funcionalizadas com APTES, a existéncia de grupos —OH
a superficie das particulas juntamente com os grupos —NHs;", conferiram as NPs valores de
potencial zeta proximos de zero. No caso das NPs apoOs vectorizagdo com EDTA,
verificou-se um decréscimo no valor de potencial zeta para, aproximadamente, -6,5+0,1
mV. Nesta situacdo a diminuicdo dos valores zeta deveu-se a presenca de —COO™ a
superficie das NPs, o que lhes conferiu carga negativa [231]. Em ambos 0s casos a
alteracdo dos valores de potencial zeta a um pH de, aproximadamente, 6,8 sugere que a
funcionalizagdo em estudo foi efetuada com sucesso.

A semelhanca do efetuado antes, mediu-se a area superficial especifica das NPs. Os
valores de area BET obtidos foram, 72,3 m?/g para as NPs funcionalizadas com APTES
(etapa 3) e 56.2 m?/g no caso das particulas funcionalizadas com EDTA (etapa 4). A
modificagdo superficial das NPs com um aminossilano diminui a area superficial
especifica, demonstrando que ocorreu a funcionalizacdo [232] e justificando assim a

diminuicdo da &rea superficial das NPs. Outro fator que poderd estar na origem deste
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decréscimo na area superficial das particulas, em ambos 0s casos, pode ser a ocorréncia de
fenémenos de floculagdo durante as funcionalizagcdes ou durante o pré-tratamento da
amostra antes de realizar a analise de BET.

Apds analise dos resultados obtidos na caracterizagcdo das NPs apds funcionalizacao
com APTES, é possivel concluir que foi possivel funcionalizar a superficie das NPs com
grupos —-NH,. Posteriormente, procedeu-se a funcionaliza¢cdo com EDTA conferindo assim
a superficie das NPs grupos —COOH. Esta funcionalizacdo foi realizada atraves da
formacéo da ligacdo amida utilizando o EDC e NHS como agentes de acoplamento entre a
amina priméria e os grupos —COOH presentes na molécula de EDTA. A formacdo da
ligacdo amida por ativacdo por carbodiimida, apresenta diversas vantagens pois, pode
ocorrer em meio aquoso, apresenta baixos custos associados e 0s rendimentos obtidos séo
relativamente elevados [233]. Por esta razdo, neste trabalho foi testada a funcionalizacao
da superficie das NPs com grupos —COOH, por ligacdo amida por ativacdo carbodiimida
em meio aquoso utilizando a molécula de EDTA. A utilizacdo estratégica da molécula de
EDTA deve-se ao facto desta molécula possuir 4 grupos —COOH na sua estrutura. Por esta
razdo, apos a funcionalizacdo da superficie das NPs, sera esperado que a superficie nas
NPs seja funcionalizada com 3 grupos —COOH por cada grupo —NH; reagido. Esta
abordagem mostra-se bastante promissora no acoplamento de biomoléculas a superficie de
NPs magnéticas, uma vez que os grupos —COOH sdo altamente reativos com biomoléculas
(p.e. proteinas) [221] e também, devido ao elevado numero de grupos —~COOH a superficie
das NPs.

3.1.3. Acoplamento dos inibidores na superficie das nanoparticulas

A (ltima etapa no processo de desenvolvimento de NPs magnéticas funcionais
reside na imobilizacdo de inibidores. Foram acoplados dois tipos de inibidores, a
Aprotinina (que foi ligada as NPs magnéticas contendo grupos COOH a superficie - Figura
13) e 0 EDTA-TMS (que foi ligado diretamente as NPs Fe30,@SiO, Figura 14).

o]

\ n

i\- 0 0 CH,C — NH-Aprotinina

i | O = Si(CH,)5NH-C ~CH,~N-CH,~CH,~N-CH,CO - NH-Aprotinina
(o] CHG - NH-Aprotinina
(o]

\
i\- 0 (IZ: CH,COOH Aprotinina
i |0 = Si(CH,)5-NH-C ~CH,~N-CH,-CH,~N-CH,COOH

o CH,COOH EDC, NHS

Figura 13 - Esquema do acoplamento da aprotinina na superficie das NPs
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O acoplamento da aprotinina a superficie das NPs realiza-se com recurso a um
protocolo ndo agressivo que permite emparelhar os grupos carboxilos (-COOH) existentes
na superficie das NPs com os terminais amina presentes na aprotinina. Apos acoplamento
estas NPs nao foram analisadas por DRX nem TEM, uma vez que ndo seriam esperadas
alteracOes na estrutura cristalina das NPs nem na sua morfologia.

Os valores de area superficial BET, para as NPs acopladas com aprotinina foram
de, aproximadamente, 107,5m?%g. Este resultado permite entdo concluir que nenhum dos
passos intermédios influenciou a estabilidade ou conduziu a floculagdo das NPs,
permitindo assim manter uma elevada area superficial. No caso espectroscopia de
infravermelho, ndo foram identificadas diferencas entre o0 espectro das NPs
Fe30,@Si0,/NH,/COOH e as NPs acopladas a aprotinina (anexo).

De forma a avaliar a quantidade de aprotinina imobilizada a superficie das NPs
quantificou-se a proteina existente na solucdo antes e apds incubacdo com as
nanoparticulas e estimando-se a quantidade de aprotinina imobilizada pela diferenca entre
a quantidade de proteina na solucdo inicial e a quantidade de proteina no sobrenadante de
incubacdo. A concentracdo de aprotinina na solucéo inicial foi de 0,5378 mg/ml e no caso
do sobrenadante da incubacdo das NPs com aprotinina ndo foi possivel quantificar a
quantidade de proteina em solucdo o que parece sugerir a adsorc¢do total.

Na etapa 6, as particulas ap0s silanizacdo foram submetidas a uma reacdo com
EDTA-TMS sendo esperado que, apos esta funcionalizacdo, as NPs apresentem
especificidade para proteinas/enzimas nas quais 0 EDTA tenha capacidade quelante e iniba
a sua acdo (Figura 14). A caracterizacdo das particulas resultantes desta etapa constitui um
passo importante, uma vez que as condicdes utilizadas nesta funcionalizagdo sao
consideradas agressivas para os nucleos de magnetite (EDTA-TMS, etanol, 90°C, em meio
acido). Uma silanizacdo deficiente pode conduzir a alteracdes nas propriedades da amostra
tais como a morfologia, aglomeracdo, entre outros fatores que podem no limite, levar a

degradacdo da amostra.

Etapa 1l Etapa 2 Etapa 6

EDTA-TMS
—— % N m—>
- OH Ac. Acético,
-OH Etanol, 902C

Figura 14- Esquema da funcionalizacdo da superficie das NPs Fe;O,@SiO, com EDTA-TMS

-0 CH,COOH
0 — Si(CH,);-N-CH,-CH,-N-CH,COOH
-0 CH,COOH
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A ligagdo do EDTA-TMS ndo alterou a estrutura cristalina, ndo se verificando
alteracbes entre os difratogramas obtidos para o nucleo magnetite e para as particulas
funcionalizadas (anexo), tal como seria previsto. Contudo, as temperaturas elevadas e o
meio acido poderdo ter induzido alguma oxidacdo da magnetite a maguemite, visto que foi
observavel o aparecimento da cor castanha nas NPs (anexo) [234]. Outro aspeto detetado
apos a ligagdo do EDTA-TMS, foi a alteracdo da coloracdo da solucdo sobrenadante, que
inicialmente era transparente e apds processo de funcionalizacdo passou a ser ligeiramente
castanha. Esta alteracdo na cor é um indicador da existéncia de ides Fe** em solucéo que
podem ter sido libertados para o0 meio (anexo). Outro fator que indicia esta perda de ides, é
a perda de massa de nanoparticulas durante o processo. Uma desvantagem que podera
decorrer da libertacdo de ides de Fe* ¢é a possibilidade destes formarem complexos com o
EDTA-TMS, o que podera afetar a capacidade de interagdo das NPs com as
metaloproteinas.

Tal como foi referido, o processo de funcionalizacdo das NPs com EDTA-TMS é
feito sob condi¢des que podem ser agressivas ao nucleo magnético, pois estes foram
sujeitos a um ambiente acido, a temperaturas elevadas e na presenca de um agente quelante
(EDTA-TMS). Assim, é importante avaliar a morfologia das NPs e verificar se a capa
protetora permanece intacta.

Figura 15 - A) Imagem TEM do Nucleo de Magnetite (Fe;O,4) revestido com silica (SiO,) e superficie

funcionalizada com EDTA-TMS- ampliacdo 50000x; B) Imagem TEM Nicleo de Magnetite (Fe;O,) revestido com
silica (SiO,) e superficie funcionalizada com EDTA-TMS - ampliagdo 150000x
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As imagens de TEM (Figura 15) obtidas para as particulas modificadas com EDTA-TMS
(etapa 6) permitiram constatar que as NPs mantiveram a sua morfologia esférica e que o
tamanho médio final era de 10,3+£3,16 nm. Foi igualmente possivel observar alguma
aglomeracdo das NPs que pode resultar da funcionalizacdo da funcionalizacdo ou do
procedimento de preparacdo da amostra para microscopia.

Como foi referenciado anteriormente, durante o processo de funcionalizagéo das
NPs com a molécula de EDTA-TMS, com o objetivo de as funcionalizar com terminais —
COOH, estas foram sujeitas a condi¢cdes de temperatura e pH que poderiam afetar a sua
estabilidade, morfologia e até mesmo levar & sua degradacdo. A medicdo da &rea
superficial das particulas é importante, uma vez que permite fazer uma avaliacdo sobre a
superficie de contacto disponivel das particulas. O valor de BET obtido para as particulas
funcionalizadas com EDTA-TMS (etapa 6) foi 216,9 m?/g. Este valor é bastante superior
ao obtido para as NPs na etapa que antecede que foi de 110,1 m?/g, o que pode indicar que
estas condi¢cdes podem induzir alguma porosidade na capa de silica aumentando assim 0s

valores de area superficial obtidos.

Fe,0,@Si0,/EDTA
Fe,0,@Si0,

| ——EDTA-TMS LB

> 3292 / 559

Absorvancia

y T ' T T T ' T y T ' T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de Onda (cm-l)

Figura 16 - Espetros de FTIR das NPs apos silanizacao, ap6s funcionalizagdo com EDTA-TMS e espetro de FTIR
da molécula de EDTA-TMS
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Atraveés da analise e comparacdo dos espectros de FTIR obtidos para as NPs apds a
silanizacdo (Figura 16 e Tabela 6) com os espectros obtidos para as NPs apds reacdo com
EDTA-TMS e o espetro da amostra de EDTA-TMS foi possivel observar que as NPs ap0s
funcionalizacdo com EDTA-TMS apresentaram alguns picos coincidentes com 0s picos
obtidos pelo espectro de EDTA-TMS.

Tabela 6 - Identificacdo das principais bandas de vibragéo dos espectros de FTIR da molécula de EDTA-TMS
FTIR e das NPs apo6s funcionalizagdo com EDTA-TMS

EDTA-TMS
Ligacao quimica Namero de onda (cm™) Tipo de vibragéo Referéncias
1378 Deformacéo
o 2500-3500 Elongacio [, 28, 2]
C=0 1585 Elongacéo [209-211]
2870 Elongacdo Assimétrica
2960 Elongacdo Simétrica
1380 Deformacédo Simétrica
C-H 1470 Deformagao Assimétrica (210, 202215
1050 Elongacdo no plano
907 Elongacao fora de plano
Si-OH 3700-3200 Elongacéo [217]
Si-O-Si 1130-990 Elongacdo assimétrica [217]
N-CH, 2780 Elongacéo [219, 226]

Ligacdo quimica

Magnetite Funcionalizada com EDTA-TMS (etapa 6)

Namero de onda (cm™)

Tipo de vibragéo

Referéncias

Fe-O 557 [205-207]
Si-O-Si 1130-990 Elongacéo assimétrica [217]
C-O0 1300 Elongacao [213]
1378 Deformacéo
O-H 3300-2500 Elongacio [212, 216, 217]
1400 Deformagdo no plano
G 930 Deformagéo fora do plano [213, 218]
C=0 1585 Elongacéo [209-211]
1653 Elongacéo
C-N 1567 Elongacéo [228, 229]
1299 Elongacéo
N-CH, 2780 Elongagéo [219, 226]
2870 Elongacdo Assimétrica
2960 Elongacdo Simétrica
1380 Deformacdo Simétrica
&= 1470 Deformacao Assimétrica 200, 202213
1050 Elongacéo no plano
907 Elongacéo fora de plano
Si-OH 3700-3200 Elongacéo [217]
Si-O-Fe 950 Elongacéo [219]




A comparacgédo dos espectros das NPs silanizadas e das NPs funcionalizadas com EDTA-
TMS, verificou-se que, apds a funcionalizacdo, os picos caracteristicos das vibragdes
foram C=0 (1585 cm™) [209-211], C-N (1653 cm™; 1567 cm™; 1299 cm™) [228, 229], C-
O (1300 cm™), C-O-H (1400 cm™; 930 cm™) e C-H (2870 cm™; 2960 cm™; 1380 cm™;
1470 cm™; 1050 cm™; 907 cm™) [210, 212-215], sendo que foi ainda possivel observar um
aumento na zona correspondente as vibracdes da ligacdo O-H (3300-2500 cm™) [212, 216,
217]. Estes resultados permitiram validar a eficiéncia da funcionalizacdo das NPs com
EDTA-TMS, sendo esperado que a partir deste passo as particulas exibam capacidade
quelante e por esta razdo sejam capazes de interagir com o nucleo metélico de algumas
enzimas/proteinas permitindo, assim, a sua separagdo do meio [235-237].

O valor de potencial zeta das particulas funcionalizadas por EDTA-TMS ¢ de -
23,94£0,8 mV. Comparando este valor com o valor obtido das NPs da etapa 2 (passo
anterior), foi possivel verificar uma diminuicdo dos valores de potencial, indicando, o
sucesso da funcionalizagdo com grupos —COOH. Uma vez que parte destes grupos a pH de
6,8 se encontram na forma de —COOQO", houve uma contribuicdo na diminui¢do da carga
superficial das particulas [231].

Apos caracterizacdo das NPs, constata-se que foi possivel acoplar os inibidores as
NPs sem levar a alteracdo da estrutura do nucleo magnético ou das suas propriedades.
Desta forma, 0 passo seguinte consistiu na avaliagdo da capacidade das NPs
funcionalizadas e acopladas aos inibidores de interagirem especificamente com as enzimas
em estudo, e se sera possivel a aplicacdo destas em sistemas de enriquecimento de

proteases.
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3.2. Enriquecimento de enzimas

Neste trabalho ap6s imobilizacao dos inibidores na superficie das NPs, foi testada a
sua capacidade de interagir especificamente com proteinas/enzimas e avaliou-se a sua
potencialidade no desenvolvimento de um sistema de enriquecimento de proteases. A
especificidade e a capacidade de enriquecimento foram avaliadas por SDS-PAGE e

Zimografia.
3.2.1. Enriguecimento de Metaloproteinas— NPS@EDTA (Etapa 6)

3.2.1.1.  Avaliacdo das condicdes Otimas

As ligacOes entre a enzima-alvo e os inibidores imobilizados nas NPs ocorrem com
base em interacfes que dependem das propriedades estruturais da enzima e do inibidor,
estas propriedades sdo influenciadas por fatores externos. De modo a otimizar o processo
de enriquecimento de proteases e a avaliar a especificidade do sistema, este foi testado em
diversas condigdes. A eficiéncia das NPs foi avaliada fazendo variar os seguintes fatores:

e tempo de incubacéo (30 minutos; 1 hora; 2 horas e 4 horas)

e massa de NPs (1; 3e5mg)

e massa de mioglobina e BSA em solucéo (6; 40 e 160 Q)

o e diferentes propor¢des de proteinas (entre mioglobina e BSA 3:1; 5:1 e 10:1).

Na Tabela 7 encontram-se detalhadas as condi¢des de incubacdo das NPsS@EDTA
(etapa 6) em solucdo a temperatura ambiente sob agitacdo mecénica. Ap6s incubacdo as
NPs foram separadas da solucdo através da aplicacdo de um campo magnético e o

sobrenadante foi descartado.
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Tabela 7 - Condicfes de incubacdo das NPS@EDTA em solugdes de proteina e densidades 6ticas obtidas na
respetiva banda nos géis SDS-PAGE.

Massa Estimada (Densidade Otica)

Amostra Massa NPs  Tempo pH Massa Mioglobina | Massa BSA = =
Mioglobina
E30m 1mg 30 minutos | 7,4 50ug 50ug 0,6 pug 0,3 ug
Elh 1mg lhora (74 50ug 50ug 0,5 ug 0,3 ug
E2h 1mg 2 horas |74 50ug 50ug 1,2 ug 1,1 ug
E4h 1mg 4horas |74 50ug 50ug 2,0 ug 1,0 pg
E3x 1mg 4horas | 7,4 50ug 150ug 0,8 ug 0,2 ug
E5x 1mg 4horas | 7,4 50ug 250ug 0,7 ug 0,5 ug
E10x 1mg 4 horas | 7,4 50ug 500pg 1,2 pg 1,0 pg
E6ug 1mg 4horas |74 6pg 619 0 g (aprox) 0 g (aprox)
E40ug 1mg 4 horas | 7,4 40ug 40ug 1,3 ug 0,5 ug
E160ug 1mg 4horas | 7,4 160ug 160ug 1,2 ug 0,5 ug
Elmg 1mg 4horas | 7,4 50ug 50ug 1,2 ug 0,7 ug
E3mg 3 mg 4horas |74 50ug 50ug 1,7 ug 1,7 ug
E5mg 5mg 4 horas | 7,4 50ug 50ug 2,7 ug 1,8 ug
Padréo BSA - - 74 - 7,519 - 7,5 ug
Padr&o Mioglobina - - 7,4 7,5ug - 7,5 ug -

Através da analise do gel SDS-PAGE da Figura 17 e da Tabela 7 observa-se que
nas colunas BSA e Mio foram obtidas bandas intensas aos pesos de 66 kDa e
aproximadamente 17 kDa, a densidade Otica destas bandas foi também determinada
utilizando o software Image Lab. Estas bandas correspondem aos pesos moleculares da
BSA (66 kDa) e da mioglobina (17 kDa) [238]. Apds incubacdo destas proteinas com as
NPS@EDTA observa-se através da comparacdo entre as densidades Oticas obtidas para
cada proteina, que as NPS@EDTA apresentam uma maior afinidade a mioglobina. Esta
afinidade deve-se a presenca do grupo Heme na constituicdo desta proteina que possui um
catido metalico Fe** , o qual interage com o os grupos —COOH com acdo quelante a
superficie das NPs [240], permitindo assim a sua separacdo do meio. Apesar de ndo ser
esperado que estruturalmente a BSA interagisse com as NPs, observa-se que uma parte
residual da BSA permanece ligada as NPs. Isto pode ser explicado pelo facto de uma das
funcbes da BSA ser ligar zinco (Zn®") e ser através desta ligacdo a interacdo da BSA as
NPs@EDTA [240].
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Figura 17 - Gel SDS-PAGE - Incubacdo NPs@EDTA em solugdes de proteina. Teste de condigdes de tempo e
proporgdes entre massa de mioglobina e BSA. M — Marcador de peso molecular; BSA — Padréo de BSA; Mio -
padrao de mioglobina; E30m, E1h, E2h, E4h — Incubagdo de NPs durante 30 min, 1, 2 3 4 horas respetivamente.
E3x, E5x, E10x — Ensaio em que a massa de BSA em solucéo é 3,5 e 10 vezes superior a massa de mioglobina
Quando se analisam os resultados referentes ao efeito do tempo de incubagéo
(E30m, E1h, E2h e E4h), constata-se que com o aumento do tempo de incubacdo maior € a
quantidade de mioglobina ligada as NPsS@EDTA. No caso dos ensaios em que a massa de
BSA em solucéo era 3, 5 e 10 vezes superior a de mioglobina, observou-se que apesar de
haver um aumento na propor¢do de BSA relativamente & mioglobina, o sistema continuou

a demonstrar maior especificidade a mioglobina.

M BSA Mio E160pg E40pg E6ug Elmg E3mg ES5mg

97,4 kDa
66,2kDa
45,0kDa

e

31,0kDa ‘ 5 -

k>

14,4kDa {

o , ik i i st M
Figura 18- Gel SDS-PAGE - Incubagdo NPs@EDTA em solugdes de proteina. Teste de condiges de massa de
proteinas e massa de NPs; M — Marcador de peso molecular; BSA — Padrao de BSA; Mio — padrao de mioglobina;
E6pug, E40ug, E160 pg — Ensaio em que foram adicionadas 6, 40 e 160 pg de Mioglobina + 6, 40 e 160 pg BSA,

21,5kDa s / .

respetivamente; E1mg, E3mg e E5¢g - Ensaio em que foi incubada 1, 3 e 5 mg de NPs na solu¢éo, respetivamente.
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Cruzando as informagOes obtidas no gel SDS-PAGE da Figura 18 com as
informacdes da Tabela 7, é de notar que nos resultados obtidos nas colunas E1mg, E3mg e
E5mg, apesar de haver um aumento da quantidade de Mioglobina proporcional a
quantidade de NPs utilizadas, observa-se também que com o aumento da quantidade de
NPs h& também um aumento da quantidade de BSA. Este resultado pode indicar que um
excesso de NPs em solucdo pode diminuir a especificidade do sistema de purificagdo. No
caso das colunas E160ug, E40ug e E6g, constata-se que com 0 aumento da quantidade de
proteina em solucdo ha um aumento da quantidade de proteina ligada as NPs até se atingir
a saturacdo da capacidade de ligar proteinas das NPs, pois é possivel observar que foram

obtidos resultados idénticos de densidade ética para as amostras E160ug e E40ug.

3.2.2. Especificidade em biofluidos

Quando se pensa na criacdo de um sistema de caracterizacdo e enriquecimento de
proteinas, para além da determinacdo das condi¢cfes 6timas, um dos fatores fundamentais a
avaliar € a sensibilidade desse sistema de purificacdo a agentes caotropicos. De forma, a
avaliar a sensibilidade deste sistema, 5 mg NPS@EDTA foram incubadas em 500uL de
urina, durante 4 horas, a temperatura ambiente e a qual foram adicionados 20 e 50 pg de
Mioglobina e BSA.

M NP1 NP2 S1 S2a S2b L1 L2
97,4kDa
66,2 kDa "——n ; e e GRS CEREED
45,0 kDa S
31,0 kDa e
21,5kDa

P

“"

14,4 kDa

Figura 19 - Gel SDS-PAGE - Incubacéo de NPs em urina com adi¢ao de BSA e Mioglobina; M- Marcador de peso
molecular; NP1- NPs em Urina em que foram adicionadas 20 pg de Mioglobina + 20 ug de BSA; NP2- NPs em
Urina em que foram adicionadas 50 pg de Mioglobina + 50 pg de BSA; S1 — Sobrenadante de incubagéo das NP1;
S2a, S2b- Sobrenadante de incubagéo das NP2 (em duplicado); L1, L2 — Solucéo da primeira lavagem das NP1 e

NP2, respetivamente.
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Como se pode observar na Figura 19, na presenca de agentes caotropicos como a
ureia existente na urina, as NPS@EDTA continuaram a exibir capacidade de interagir
especificamente com os i6es metalicos presentes na mioglobina, permitindo assim a sua
separacdo da solucdo (NP1 e NP2). Quando se observam os resultados do SDS-PAGE
relativos as proteinas existentes no sobrenadante de incubacdo, é possivel observar que no
caso da S1, quase ndo se observa a presenga de mioglobina enquanto a banda referente a
BSA se apresenta com uma intensidade 4 vezes superior, demonstrando que as
NPs@EDTA apresentaram especificidade e capacidade de purificacdo, mesmo na presenca
de alguns interferentes. O mesmo se pode observar pelos resultados obtidos em S2a e S2b.
Nestes casos, € também possivel observar que se atingiu a saturacdo das NPs. Por fim, é de
notar que tanto em L1 como em L2, apenas é possivel identificar a banda da BSA. Este
resultado indica que durante o processo de lavagem apenas ha libertacdo de
proteinas/enzimas que estejam ligadas a matriz ndo-especificamente, demonstrando mais
uma vez a especificidade do sistema de purificacdo de NPS@EDTA.

A saliva é um biofluido constituido por uma grande variedade de enzimas que
existem numa ampla gama de concentrac6es. O facto do proteoma salivar ser rico, faz com
que a sua utilizacdo em métodos de diagnostico seja estudada. Neste ensaio testaram-se as
NPS@EDTA para avaliar a capacidade destas NPs interagirem com MMPs presentes na

saliva, permitindo assim o seu enriquecimento.

97,4 kDa Wi

66,2 kDa We— ; =

45,0 kDa
31,0 kDa s

21,5 kDa
— TR
14,4 kDa

Figura 20 - Gel SDS-PAGE - Incubagdo de NPs (etapa 1) em Saliva; M — Marcador de peso molecular; C —
Amostra de saliva controlo; NP1 - Proteinas-que ligaram as NPs. S1 - Sobrenadantes da incubacdo das NPs na

saliva
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Na Figura 20 encontra-se um gel SDS-PAGE que demonstra o perfil proteico das proteinas
que interagem com a magnetite (etapa 1) apos incubagdo com saliva. Comparando a Figura
20 com a Figura 21 é possivel constatar que os perfis proteicos obtidos em ambas as
amostras sao bastante distintos, indicando que a funcionalizacdo com EDTA-TMS conferiu
as NPs afinidade para proteinas de maior peso molecular, validando assim o sucesso da
funcionalizacdo e indiciando alguma especificidade do sistema.

M C NP1 NP2 S1 S2 L1 L2

97,0 kDa (g By N A b8 |
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Figura 21 - Gel SDS-PAGE - Incubacdo de NPS@EDTA em Saliva; M — Marcador de peso molecular; C —
Amostra de saliva controlo; NP1, NP2- - Proteinas-que ligaram as NPs@EDTA apds incubacdo em saliva
(duplicado); S1, S2 - Sobrenadantes da incubagdo das NPs@EDTA na saliva (duplicado); L1, L2 — Proteinas na
solucéo de primeira lavagem das NPs@EDTA ap6s incubagdo em saliva (duplicado)

Na Figura 21 é possivel observar nos controlos uma regido com uma grande
quantidade de proteina a aproximadamente 60kDa, que indica a presenca de amilase, como
seria esperado. Comparando os controlos com os resultados obtidos em duplicado com as
NPsS@EDTA verifica-se que nas NPs esta banda é muito ténue, quase inexistente. Por
outro lado, verifica-se uma intensificacdo na zona dos 90 kDa, cujas bandas podem
representar um enriquecimento em MMP9, uma vez que a MMP9 tem pesos moleculares
de 92 kDa e 82 kDa [238]. Outro fator que demonstra a especificidade das NPs é o
aparecimento de bandas na ordem dos 60 kDa indicando que estdo a ser eliminadas apenas

proteinas que se encontravam ligadas as NPs de forma néo especifica.
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Tabela 8 - Constantes de afinidade entre os iGes metalicos e 0 EDTA (temperatura de 20 °C e forga ionica 0,1)
[240]

180 metélico| Constante de afinidade (Kny) 180 metalico Constante de afinidade (Ky,)

Ag 2,1x10’ Al 1,3x10%
Mg®* 4,9x10° cd* 2,9x10"
Ba®* 5,8x10’ Pb?* 1,1x10"®
S 4,3x10° NiZ* 4,2x10%
Ca** 5,0x10" cu® 6,3x10"
Mn** 6,2x10" Hg®* 6,3x10%
Fe? 2,1x10* Th** 1,6x10%
Co* 2,0x10" Fe** 1,3x10%
zZn** 3,2x10% V3 7,9x10%

Apesar de ser esperado que varias enzimas presentes na saliva interagissem com 0S grupos
—COOH com atividade quelante presente na superficie das NPs, os resultados obtidos na
Figura 21 sugerem alguma especificidade das interacbes das NPs com as enzimas de
elevado peso molecular (essencialmente na ordem de 90 kDa).

Este facto pode ser explicado pela variagdo da afinidade dos grupos —COOH
quelantes com os diferentes iGes cataliticos presentes no centro ativo das enzimas (a Tabela
8 mostra a variacdo para o caso das moléculas de EDTA). A variacdo da disponibilidade do
ido catalitico para interagir com os —COOH também podera influenciar as interacfes entre

as NPs e as metaloproteinas.

M C NP1 NP2 S1

97,4 kDa
66,2 kDa
45,0 kDa

31,0kDa

Figura 22 - Zimografia com Gelatina de NPS@EDTA; M- Marcador de peso molecular; C — controlo (saliva);

NP1/NP2 - Proteinas ligadas as NP em duplicado; S1 — Sobrenadante de incubacdo das NPs na Saliva.

No zimograma da Figura 22, é possivel observar a existéncia de atividade enzimatica na

zona de elevados pesos moleculares em todas as amostras. Quando comparados o0s
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resultados de atividade obtidos na amostra controlo, com os obtidos no sobrenadante de
incubagdo, € possivel observar uma diminuicdo de atividade catalitica, indicando uma
diminuicdo da quantidade de enzimas degradadoras de gelatina. O zimograma da Figura 22

permite assim validar a presenca de MMPs ligadas especificamente as NPS@EDTA

3.3.Enriquecimento de proteases serinicas— NPs@Aprotinina (Etapab)

As proteases serinicas sdo a classe mais estudada em enzimologia. Dentro desta
classe de proteases existem as calicreinas, um subgrupo desta classe de proteases,
responsaveis por diversos processos fisiologicos. Neste ensaio foram utilizadas
NPs@Aprotinina e tentou-se avaliar por SDS-PAGE a capacidade destas interagirem
especificamente com proteinas presentes na saliva e assim permitir o enriquecimento
destas proteinas. A aprotinina € um inibidor especifico de proteases serinicas e apresenta
capacidade para inibir um grande nimero de proteases existentes na saliva. Na Tabela 9
encontra-se uma lista das enzimas e respetivo EC/peso molecular existentes na saliva que

interagem com a aprotinina inibindo a sua atividade.

Tabela 9 - Lista de enzimas existentes na saliva sob as quais a aprotinina apresenta capacidade inibitdria (dados
BRENDA e Uniprot) [238, 241]

Nome NUmero E.C. Peso Molecular

Tripsina 3.4.21.4 26,5 kDa
Calicreina 12 3.4.21.B43 26,7 kDa
Calicreina 4 3.4.21.B12 27 kDa

Quimase | 3.4.21.39 27,3 kDa
Calicreina 7 3.4.21.117 27,5 kDa
Calicreina 8 - 3.4.21.118 28 kDa
Calicreina 2 3.4.21.35 28,5 kDa
Calicreina 3 3.4.21.77 28,7 kDa
Granzima A 3.4.21.78 29 kDa
Calicreina 6 3.4.21.B10 30 kDa

Triptase 3.4.21.59 30,5 kDa

Calicreina 11 3.4.21.B42 31 kDa
Desoxirribonuclease | 3.1.21.1 31,4 kDa
Prostasina 3.4.21.B6 36,7 kDa
Ativador de t-plasminogéneo | 3.4.21.68 58,3 kDa
Calicreina plasmatica 3.4.21.34 71,3 kDa

Prolil oligopeptidase 3.4.21.26 80 kDa
Matriptase 3.4.21.109 94,7 kDa
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De forma a avaliar a especificidade da interacdo das NPs@aprotinina com as
proteinas existentes na saliva, estas foram incubadas em saliva durante 4 horas e
posteriormente lavadas diversas vezes de forma a eliminar as enzimas ligadas as NPs por

interacdes nao especificas e correu-se um gel SDS-PAGE das NPs.

M C NP1 NP2 S1 S2
e
97,4kDa ... 1 2
66,2 kDa s NN —
: ; P —1
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3 4
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—

Figura 23- Gel SDS-PAGE - Incubacgédo de NPs@aprotinina em Saliva; M — Marcador de peso molecular; C —
Amostra de saliva controlo; NP1, NP2 - Proteinas-que ligaram as NPs@aprotinina apds incubacdo em saliva
(duplicado); S1,S2 — Sobrenadante de incubacdo das NPs@aprotinina em saliva (duplicado)

Tal como se procedeu para as NPS@EDTA, foram comparados os perfis proteicos obtidos
por SDS-PAGE apds incubacdo da magnetite (etapa 1) e das NPs@aprotinina em saliva.
Comparando o perfil das proteinas que interagem com a magnetite (Figura 20) com o perfil
proteico das NPs@aprotinina (Figura 23) é possivel verificar que apesar de ambos 0s
sistemas apresentarem um perfil parecido, observa-se um atenuamento/desaparecimento de
algumas bandas obtidas podendo indicar alguma especificidade das NPs@aprotinina.
Analisando a Figura 23 observa-se que a banda associada a amilase é quase inexistente nas
amostras NP1 e NP2 sendo possivel constatar que as NPs@aprotinina ndo interagem com a
amilase. Os resultados obtidos nas amostras NP1 e NP2 mostram o aparecimento de
bandas na zona dos 60 kDa (1 e 2) e 30 kDa (3 e 4) podendo estas bandas corresponder a
algumas das enzimas presentes na Tabela 9 indiciando assim alguma especificidade do
sistema de caracterizacdo em estudo.

De forma a validar a especificidade da interacdo das NPs@aprotinina e

NPs@EDTA com as enzimas de interesse, as bandas obtidas nos géis de eletroforese foram
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digeridas com tripsina e posteriormente analisadas por espetrometria de massa (MS/MS).
Contudo, a espetrometria de massa ndo permitiu a identificagdo das proteinas presentes nas
bandas referidas, que para além apresentarem pouca quantidade de proteina (densidade
Otica baixa), cada banda pode corresponder a varias proteinas, como previamente
identificado [242] sendo necessario realizar uma anélise por LC-MS/MS.

A andlise protedmica da saliva apresenta vantagens, pois a saliva contém uma
grande variedade de proteinas conferindo-lhe assim um grande potencial na procura de
biomarcadores. No entanto uma grande desvantagem da utilizacdo da saliva em estudos
protedmicos é a existéncia de proteinas abundantes como: anidrase carbonica, mucinas,
proteinas ricas em prolina, amilase entre outras, devido a sua elevada abundancia estas
proteinas dificultam a caracterizacdo de proteinas menos abundantes [243]. Os resultados
obtidos para as NPs@EDTA e para as NPs@aprotinina demonstram que foi possivel a
criacdo de um sistema especifico, robusto (apresentando atividade mesmo na presenca de
agentes caotropicos) e sensivel que permitiu a obtencdo de uma fracdo enriquecida da
amostra bioldgica em estudo (saliva), uma vez que muitas das bandas obtidas no controlo
(inclusive as mais proeminentes) ndo foram observadas nos resultados das NPs, ndo se
tendo observado a presenca de algumas bandas caracteristicas da saliva, como a amilase.
Assim, ambos os sistemas em estudo neste trabalho mostraram-se eficazes e a sua
aplicacdo no desenvolvimento de sistemas de caracterizagdo de proteases mostra-se

bastante promissora.
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4. Conclusoes e Perspetivas Futuras
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Com o intuito de desenvolver um sistema simples e eficaz com base em

nanoparticulas magnéticas acopladas a inibidores especificos de proteases que permita a

caracterizacdo de proteases, sintetizaram-se e funcionalizaram-se nanoparticulas

magnéticas que permitam o acoplamento de inibidores especificos de proteases a sua

superficie para posterior aplicacdo na caracterizacdo de proteases presentes em biofluidos.

Os resultados obtidos permitiram tirar as seguintes conclusdes:

i)

i)

Foi possivel a sintese de nanoparticulas de magnetite superparamagnética
pelo método da co-precipitacio e 0 seu revestimento com uma capa
protetora de silica (SiOy);

Conseguiu-se através da ligacdo amida por ativacdo por carbodiimida,
funcionalizar a superficie das NPs com grupos —COOH derivados da
molécula de EDTA, garantindo assim um elevado ndmero de grupos
reativos a superficie das NPs.

O acoplamento as NPs de ambos os inibidores em estudo, EDTA-TMS e
aprotinina, foi efetuado com sucesso, obtendo-se os sistemas NPS@EDTA e
NPs@aprotinina, respetivamente.

A aplicacdo das NPs@EDTA permitiu a obtencéo de fragcdes enriquecidas
em metaloproteinas, tanto no caso de amostras simples (solugdes de
proteinas) como em amostras complexas (saliva); Tal como no caso das
NPS@EDTA, também as NPs@aprotinina se mostraram capazes de
interagir especificamente com proteinas existentes na saliva.

Por fim, ambos os sistemas em estudo se mostraram eficazes, sensiveis,
rapidos e no caso das NPs@EDTA apresentaram especificidade e
capacidade de enriquecimento de metaloproteinas mesmo na presenca de

agentes caotropicos.

De um modo geral, o acoplamento de inibidores especificos de proteases permitiu o

enriquecimento especifico de proteinas existentes numa amostra de forma réapida, sensivel

e robusta. No futuro, a aplicacdo de NPs@inibidores em sistemas de caracterizagéo de

proteases mostra-se bastante promissora.
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Como perspetiva futura devera ser testada a utilizagdo das NPs acopladas a
inibidores em outros biofluidos e até mesmo em biofluidos sem qualquer pré-tratamento de
forma a avaliar a influéncia de fatores como a viscosidade na capacidade de
enriquecimento do sistema. Outra perspetiva de trabalho futuro a testar, é a incubacgéo das
NPS@EDTA numa solucdo contendo ides Fe**, e avaliar a possibilidade de obtencdo de
enzimas funcionais apds aplicacdo deste sistema. Também no futuro, poderdo ser feitas
varias incubagdes consecutivas na mesma amostra, de forma a avaliar se as NPs
funcionalizadas com inibidores de largo espetro (p.e. EDTA) apresentam uma capacidade
de purificacdo de enzimas com base na afinidade entre a proteina e a matriz, tal como
acontece nas cromatografias de afinidade. Devera também ser testado o comportamento
das NPs@SiO, e quais as interacdes que realiza com as proteinas existentes nos biofluidos.
Também, deverdo ser procuradas novas funcionalizagdes que diminuam o numero de
passos envolvidos na preparacdo das NPs@inibidores e/ou aumentem a sua eficiéncia. Por
fim, torna-se fulcral o desenvolvimento futuro de um sistema de silanizagcdo mais eficiente

que permita a protecdo do nucleo magnético de condic¢des de funcionalizacdo agressivas.
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Tabela de dados de difratograma de raios-X da magnetite
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Fig. 1 - Tabela de resultados de difratograma de raios-X da magnetite

Difratograma de raios-X das NPs apdés funcionalizacdo com EDTA-TMS

Fe;04

Fe;0,@SiO-SiEDTA

Intensidade/u.a.

(311)

10

20

30

4

0 50 60

20 (graus)

70

Fig. 2 - Difratogramas de raios-X da magnetite e magnetite apés funcionalizagdo com EDTA-TMS
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Libertacdo de ides metalicos para a solucdo e Alteracdo da cor das NPs apo6s

funcionalizagdo

Figura 24 - (Esquerda) — Nanoparticulas e solugdo apos funcionalizagdo com EDTA-TMS; (Direita) —

Nanoparticulas e solucdo antes de funcionalizagdo com EDTA-TMS;

Espetro Infravermelho NPs acopladas com Aprotinina

Fe;0,@SiO-SiNH,EDTA- Aprotinina
Fe;0,@SiO-SiNH,EDTA
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Figura 25 - Espetro de infravermelho NPs acopladas com aprotinina e NPs funcionalizadas com EDTA-TMS
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