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Ata da defesa de dissertacdo da Mestranda Ana Cristina Nogueira Ferraz,
realizada em 24 de fevereiro de 2006, como requisito final para obtenc¢ao do titulo
de Mestre em Bioguimica.

As 14:10h horas, do dia 24 de fevereiro de 2006, foi aberto, no Auditorio Prof.
Marcionilo de Barros Lins — Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE, o ato de defesa de
dissertagdo da mestranda Ana Cristina Nogueira Ferraz, aluna do Curso de
Mestrado em Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalnos a Profa. Dra. Maria
Tereza dos Santos Coreia, Chefe do Departamento de Bioquimica, no
impedimento da Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes Lima, Coordenadora do
Curso de Mestrado em Bioquimica e Co-orientadora da mestranda em pauta € a
Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva — Vice Coordenadora do curso supra
mencionado, fez a apresentacdo da aluna e de sua orientadora Profa. Dra.
Russolina Zingali, do Depto. de Bioquimica Médica-UFRJ, e da Banca
Examinadora composta pelos professores doutores: Luana Cassandra
Breitenbach Barroso Coelho, na qualidade de Presidente, Maria Tereza dos
Santos Correia, ambas do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE e Adriana Carla
Cavalcante Malta Argélo, Pesquisadora do Depto. de Bioquimica/CCB/UFPE.
Apds as apresentagdes, a Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia passou a
palavra para a Sra. Presidente que convidou a aluna para a apresentacéo de sua
dissertacdo intitulada: ”Identificagdo de Glicoproteinas em Individuos

_Saudaveis e Portadores de Esquistossomose mansoénica hepatoesplénica”,
e informou que de acordo com o Regimento Intemo do Curso, a candidata dispoe

de até 50 (cinglenta) minutos para apresentacdo do trabalho e o tempo de
argiigdo para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para
responder as perguntas sera de 30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a
explanagéo e comentarios acerca do tema em 45 minutos. Apos a apresentagao
da mestranda, a Sra. Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar seus
lugares e passou a palavra ao primeiro examinador, Profa. Dra. Adriana Carla
Cavalcante Malta Argdlo que agradeceu o convite, fez alguns comentarios e deu
algumas sugestdes, iniciando sua argui¢o. Ao final, a referida professora deu-se
por satisfeita. Dai a Sra. Presidente passou a palavra para a Profa. Dra. Maria
Tereza dos Santos Correia, que agradecey o convite, fez alguns comentarios e
deu algumas sugestdes, iniciando sua arguic&o. Ao final, a referida professora
deu-se por satisfeito. Em seguida, a Sra. Presidente usou da palavra para tecer
alguns comentarios, agradecer @ Banca Examinadora e parabenizar a candidata.
Finalmente, a sessd@o foi suspensa para proceder ao julgamento pela Banca
Examinadora, a qual se reuniu na Secretaria do Curso. Apds alguns comentarios,
a Bancar decidiu, por unanimidade, conceder a mencgédo “Aprovada com
distingdo”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada
por mim, Secretario, e demais mbros da Banca Examinadora. Recife, 24 de
fevereiro de 2006. ¥ '
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“Para cultivar a sabedoria, é preciso forca
interior. Sem crescimento interno, é dificil
conquistar a autoconfianca e a coragem
necessarias. Sem elas, nossa vida se
complica. O impossivel torna-se possivel
com a forca de vontade” — Dalai Lama.
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RESUMO

Sendo a esquistossomose uma patologia de grande incidéncia no
nordeste brasileiro, estudos a cerca das glicoproteinas particularmente as
hepaticas encontradas em pacientes portadores dessa parasitose pode
representar importante passo no entendimento de sua fisiopatologia. Além
disso, a utilizacdo de duas diferentes lectinas, uma comercial e
amplamente caracterizada (Concanavalina A) e outra isolada de
sementes de planta tipicas da regido nordeste (lectina Cramoll) possibilita
analise comparativa dos diferentes glicoconjugados plasmaticos ligados a
partir da utilizagdo de colunas de afinidade. Numa primeira abordagem,
foram realizadas identificagdes de glicoproteinas plasmaticas, a partir do
plasma de individuos saudaveis, pré-purificadas em duas diferentes
lectinas de mesma especificidade oligossacaridica (glicose/manose). Num
segundo momento, identificou-se glicoconjugados em individuos, ja
cirurgiados, acometidos pela esquistossomose no seu mais avangado
nivel. Nesse contexto, foram realizadas abordagens proteGmicas que
incluem eletroforeses bidimensionais com posterior digestdo enzimatica,
analise em espectrémetro de massas do tipo Maldi-tof e Maldi-tof/tof e,
por fim, a partir dos espectros obtidos, busca em banco de dados através
da ferramento Mascot. A grande maioria das glicoproteinas identificadas
constituem proteinas de fase aguda incluindo hemopexina, componente 3
do complemento, immunoglobulinas e subunidades, transferrina,
haptoglobina, inibidor de protease (c1), beta 2- glicoproteina |,
antitrombina, alfa 1-beta-glicoproteina, subunidades de fibrinogénio e alfa-
1 antiquimiotripsina. A Concanavalina A diferentemente da lectina
Cramoll, ligou-se a proteinas tais como PRO 1400, PROZ2619,
eritropoietina, KIAA1492, proteina SPTAN1, R32611_2, cadeia beta do
fibrinogénio, alfa-1-B-glicoproteina e Beta-2-glicoproteina. Por outro lado,
a lectina Cramoll ligou-se a SH2/SH3 adaptor NCK-beta, proteina de
Bence-Jones, anidrase carbdnica |l e apolipoproteina A-l. Ao analisar o
plasma de pacientes cirurgiados utilizando a Concanavalina A e os
mesmos parametros experimentais, observou-se auséncia de proteinas
tais como PRO 1400, PRO2619, KIAA1492, proteina SPTAN1 e
R32611_2. Em contra partida, foram identificadas proteinas tais como
glicoproteina rica em histidina e deferentes subunidades de
imunoglobulinas.

PALAVRAS- CHAVES: PROTEINAS, GLICOPROTEINAS, ESQUISTOSSOMOSE,
SCHISTOSSOMA MANSONI.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a serious public health problem in several regions
around the world, including the northeast of Brazil. The identification of
hepatic glycoproteins in complex mixtures derived from human blood
seems to be valuable in order to better understand the physiopathology of
this cronical disease. Our work intends to identify plasma glycoproteins
from healthy individuals and hepatosplenic schistosomiasis patients
submitted to surgery, using two different lectins with the same
oligosaccharides specificity, the comercial Concanavalin A (Con-A) lectin
and Cramoll lectin, isolated from Cratylia mollis seeds, a typical
leguminous from the Northeast. The identification of biomarkers was
performed using as preliminary screen, SDS-PAGE and dot blotting and
as second approach, two-dimension differential gel electrophoresis were
all resolved proteins spots were first excised, trypsin digested, analized
by mass spectrometry using Maldi-tof and Maldi-tof/tof and finally the
spectrum of peptides was analyzed by MASCOT program databases.
Most of the spots identified, were glycoproteins of acute-phase including
hemopexin, albumin, complement component 3, subunits of
immunoglobulin, transferrin, haptoglobin, plasma protease (c1) inhibitor,
beta 2- glicoprotein |, antithrombin, alpha-1-beta-glicoprotein, fibrinogen
beta chain and alpha-1-antitrypsin. Comparative analyses between
controls using Con-A and Cramoll lectin demonstrated that even with the
same oligosaccharides specificity they adsorbed same different plasma
proteins. Concanavalin A lectin was capable to bound a named protein
PRO 1400, PRO2619, fibrinogen beta chain, alpha-1-B-glycoprotein,
erythropoietin, antithrombin [ll, KIAA1492, SPTAN1 protein, R32611_2
and Beta-2-glycoprotein. Otherwise, Cramoll lectin bound proteins like
SH2/SH3 adaptor NCK-beta, Rei, Bence-Jones, carbonic anhydrase I
and apolipoprotein A-l. Using the same parameters plasma of
hepatosplenic schistossomiasis patients submitted to surgery showed
similar results except for the absence of erythropoietin, antithrombin 1lI,
KIAA1492, SPTAN1 protein, PRO1400, PRO2619, R32611_2 and
presence of proteins like histidine-rich glycoprotein and some different
subunits of immunoglobulin.

KEYWORDS: PROTEINS, GLYCOPROTEINS, SCHISTOSOMIAIS,
SCHISTOSSOMA MANSONI.



| - INTRODUGCAO

A esquistossomose mansobnica, doenga causada pelo parasita
Schistossoma mansoni, encontra-se como umas das mais prevalentes
parasitoses humanas particularmente em paises subdesenvolvidos e tropicais
tais como o Brasil (Chitsulo et al., 2000).

A hepatopatia constitui a principal lesdo esquistossomatica,
caracterizada por uma reagao inflamatdria localizada nos ramos portais intra-
hepaticos e pelo desenvolvimento de granuloma e fibrose periportal (Arruda,
1996).

Diante do acometimento hepatico varias fungdes metabdlicas correlatas
podem ser comprometidas o que pode agravar ainda mais o estado do
paciente (Coutinho & Domingues, 1993). O desequilibrio causado por essa
condigdo patologica depende, em grande parte, da carga parasitaria, da fase
da doenca, do tempo de duracdo da infeccdo esquistossomotica e das
condigdes do hospedeiro (Lambertucci, 1993).

Sob essas condi¢des, a identificacdo e caracterizagdo de glicoproteinas
de origem hepatica sdo um dos mais relevantes estudos uma vez que ocorrem
registros de microheterogenicidade, em decorréncia de condi¢gdes patologicas,
afetando seu amplo espectro de funcionalidade (Glitz, 1997).

Nesse contexto, a utilizagdo do plasma humano como objeto de estudo
constitui uma das estratégias mais utilizadas uma vez que se trata de uma
mistura complexa constituida de centenas de moléculas com as mais variadas
funcionalidades. Interessante observar que devido a grande variedade de
moléculas, mostra-se de fundamental importancia a utilizacido de etapas de
pré-purificagao e nesse sentido, as lectinas sdo essenciais ao processo.

As lectinas, proteinas capazes de reconhecer carboidratos livres e/ou
conjugados constitui uma das mais importantes armas para a analise de
glicoconjugados (Licastro et al., 1993). A utilizagdo das mesmas como matrizes
de afinidade possibilita 0 isolamento de glicocomponentes seja sob condi¢des

de normalidade ou patoldgica.



Além da etapa de pré-purificagao previamente citada, o aperfeicoamento
de técnicas proteOmicas com consequente identificagcdo e seqlenciamento,
tem possibilitado a descoberta e analise de constituintes plasmaticos que
podem contribuir para o diagndstico e prognostico de enfermidades. Ha
décadas ocorrem tentativas de correlacionar o surgimento de componentes no
plasma humano com doengas tais como cancer, dengue, esquistossorr%ose
mansonica, dentre outras (Thompson et al., 1987).

A andlise da expressao global protéica através do proteoma permite
revelar proteinas envolvidas em processos dindmicos que ocorrem, por
exemplo, apods perturbacdo de um dado estado fisiolégico. Além disso, a
identificacdo de modificagdes pods-traducionais possibilita obter informagdes a
cerca do trafego proteico, bem como funcionalidade e nivel de atividade,
sendo, portanto, crucial para a compreensao das complexas redes de
regulacdo subjacentes as respostas celulares diante de qualquer perturbagao
ambiental (Graves & Haystead, 2002; Hunter, 1995).

Esquistossomose: Historico mundial da doenca

A esquistossomose é uma endemia parasitaria, conhecida desde a
antigiidade uma vez que foram encontrados registros sobre lesbes causadas
pela doenga em mumias do antigo Egito (FUNASA, 1999).

Os primeiros relatos de aspectos clinicos da doenca datam de 1847,
pelo japonés Fuji. Em 1852, o parasita tornou-se conhecido com a descri¢gao de
Theodor Bilharz, justificando a denominacdo bilharziose usada em alguns
paises. O médico inglés Patrick Manson, quarenta anos mais tarde, levantou a
hipétese da existéncia de duas espécies de Schistosoma parasitas do homem.
Hoje, sabe-se que sdo muitas: S. japonicum (esquistossomose japonesa), S.
haematobium, (esquistossomose hematdbia, vesical ou wurinaria), S.
interacalatum (esquistossomose intestinal, tipica de paises da Africa Central),
S. mekongi (esquistossomose intestinal, comum no vale do rio Mekongi, no
Laos e Camboja), S. bovis, S. mattheei e S. rodhaini (esquistossomose de

animais que, eventualmente, parasitam o homem na Africa) e S. mansoni



(esquistossomose mansénica, unica espécie de interesse médico para a saude
publica brasileira) (Paraense, 1986; Paraense & Corréa, 1983).

A espécie de parasita existente no Brasil foi descrita, em 1907, pelo
inglés Sambon que a nomeou Schistosoma mansoni em homenagem ao
renomado médico inglés Patrick Manson. No mesmo ano, o médico brasileiro
Manoel Augusto Piraja da Silva, estudou uma espécie encontrada na Bahia
relatando que, provavelmente, seria uma nova espécie e a chamou de
Schistosoma americanum. Com as observac¢des cuidadosas de Piraja da Silva
as incertezas taxon6micas foram suprimidas. Em 1908 surgiram estudos que
revelavam a existéncia de casos da doenca. Neste mesmo ano, Piraja da Silva
publicava no periédico Brazil Médico, o resultado de uma pesquisa pioneira
feita a partir da ocorréncia da doenga em 20 pacientes (Andrade, 2002).

Em 1913, Miyaki e Suzuki realizaram a descricdo do hospedeiro
intermediario da doenga, moluscos do género Biomphalaria, bem como
demonstraram que a cercaria (larva do Schistosoma) transmitia a doenga ao
homem quando penetrava em sua pele. A descricdo do ciclo evolutivo das
espécies S. mansoni e S. haematobium foi realizada, pela primeira vez, em
1915, pelo egipcio Leiper. Um ano depois, Adolfo Lutz estudou, no Brasil, a
evolugdo do S. mansoni em caramujos da espécie Biomphalaria olivacea,
atualmente denominada B. glabrata. Esses estudos o levaram também a
descoberta de um novo hospedeiro intermediario, o também caramujo
Biomphalaria straminea (Amaral et al., 1994; Lambertucci, 1987).

Embora escravos africanos estivessem infectados por duas espécies do
esquistossomo, S. mansoni e S. haematobium, somente a primeira se
desenvolveu no Brasil. O ciclo evolutivo do S. haematobium n&o prosseguiu
nas Américas, devido a falta do hospedeiro intermediario préprio dessa espécie
(Araujo, 1986; Paraense, 1978).

A Esquistossomose no Brasil

A esquistossomose, conhecida popularmente como  xistosa,

“xistossomose”, “doenca dos caramujos” ou “Barriga d’agua” é uma das mais



relevantes parasitoses mundiais apresentando elevados indices de morbidade
e mortalidade, particularmente em paises subdesenvolvidos (Rey, 1991).

No Brasil o maior numero de casos ocorre numa faixa continua, ao longo
do litoral em estados como Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Maranhdo, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, S3o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul; para o oeste, a esquistossomose tem sido encontrada em Goias, Distrito

Federal e Mato Grosso (Figura 1) (Passos & Amaral, 1998).
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Figura 1 - Areas endémicas e focais da esquistossomose mansoénica. Brasil,
2002. (Fonte: GT- esquistossomose/CGVEP/CDTV/CENEPI/FUNASA/MS)

Apesar dos esforcos empreendidos na tentativa de erradicar a doenga
através de tratamento da populagédo atingida com drogas esquistossomicidas,
controle de caramujos, educagdo para a saude e medidas sanitarias, a
esquistossomose continua a ser uma das doengas parasitarias mais
importantes e com grande potencial de disseminacao (Kalife et al., 2000).

Trata-se de um problema de saude publica em mais de 76 paises



particularmente na Africa, Asia e América, onde 600 milhdes de pessoas se
encontram sob risco de adquirir a infeccdo, estimando-se que cerca de 200
milhdes possam estar infectadas por uma das diferentes espécies de
Schistossoma que atingem o homem (Chitsulo et al.,, 2000; Gibodat &
Bergquist, 2000; WHO, 2001; 1997).

No Brasil, a esquistossomose € considerada importante endemia
parasitaria. Em 1987 o Brasil apresentava populacdo estimada de 160 milhdes
de pessoas, dos quais cerca de 10 milhdes de pessoas mostravam-se
infectadas e outros 30 milhdes encontravam-se expostas a infecgao (CEGET-
CNRS/OMS, 1987). Ja no ano de 1997 estimou-se 6,3 milhdes de individuos
portadores dessa helmintose (Katz & Peixoto, 2000).

A disseminacdo da esquistossomose € atribuida a migragdo de
individuos provenientes das areas endémicas do nordeste e leste brasileiros,
observando-se o surgimento de novos focos em areas antes consideradas
indenes, como por exemplo, no Rio Grande do Sul (Graeff-Teixeira et al.,
1999). Além disso, tem-se observado a urbanizagdo da doenga, com o registro
de casos em regides periurbanas das grandes cidades brasileiras (Katz &
Peixoto, 2000).

Ciclo Evolutivo

O ciclo de evolugao comega quando fezes ou urina de algum individuo
infectado com ovos entram em contato com a agua. Os ovos eclodem e liberam
a primeira forma larval do S. mansoni, conhecida como miracidio. Assim que
sai do ovo, o miracidio busca e penetra o caramujo (hospedeiro intermediario),
onde, multiplica-se e transforma-se em outra larva, conhecida como cercaria.
Um caramujo € capaz de liberar milhares de cercarias em um so dia, dando
inicio a segunda fase do ciclo (Rey, 2001). Uma vez na agua, as cercarias
infectantes nadam, penetram na pele do hospedeiro humano e perdem sua
cauda bifurcada tornando-se um esquistossdmulo, o qual migra através da
corrente sanguinea e/ou linfatica para o figado e outros 6érgédos. Com um dia de
infeccdo, é possivel encontrar larvas nos pulmdes e nove dias depois as

mesmas rumam para o figado, onde se alimentam de sangue e iniciam sua



maturagao (Katz & Almeida, 2000). No sistema porta hepatico, os vermes ja
adultos acasalam e migram para as vénulas da parede intestinal com o intuito
de realizar a ovoposi¢cédo. Os ovos podem chegar a luz intestinal, o que permite
sua eliminacdo nas fezes, ou podem ser arrastados para o figado (Figura 2)
(Neves, 2001; Rey, 2001).
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Figura 2 - Ciclo evolutivo do Schistossoma mansoni.
(Fonte: http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/lF_ESQUI05.htm)

Manifestacdes clinicas

A intensidade e variagdo das manifestacdes clinicas da
esquistossomose dependem da interacéo entre o parasito e o hospedeiro, bem
como da fase da doencga (Passos & Amaral, 1998). Uma vez infectado, o

hospedeiro pode permanecer assintomatico ou desenvolver uma variedade de



manifestacbes clinicas, desde sintomas locais minimos até doenca
multissistémica, algumas vezes de evolugao letal (Atkin et al., 1986).

O espectro clinico da esquistossomose varia desde uma sindrome
sisttmica aguda a uma doenga cronica, indolente, fibro-obstrutiva, com alta
morbidade e mortalidade, ndo sendo incomum decorrerem 20 anos ou mais
desde o inicio dos sintomas até a instalacdo de hipertensédo portal (Wilson,
1974).

Todas as fases pela qual passa o parasita, no interior do organismo do
hospedeiro, podem provocar reagao patolégica. Entretanto, o ovo constitui o
mais importante agente patogénico uma vez que nos o6rgdos onde sao
depositados provocam granuloma tecidual inflamatério (Raso & Pedroso,
1987). O principal 6rgao acometido pela doenga é o figado, onde a partir da
deposigdo de ovos forma-se granulomas e lesdes fibréticas (Arruda, 1996;
Coutinho & Domingues, 1993).

Na fase aguda alguns individuos podem apresentar manifestacoes
cutaneas, do tipo urticariforme, em seguida ao contato com aguas
contaminadas com cercarias. Outros individuos, dependendo da sensibilidade
pessoal e do numero de vermes, podem apresentar um quadro clinico toxémico
conhecido como febre de Katayama (Heyneman, 2001; Mahmoud, 1995). Os
sintomas surgem subitamente apdés a terceira ou quarta semana da
contaminagdo e incluem, entre outros: febre, dor de cabega, calafrios,
sudorese, fraqueza, falta de apetite, dor muscular, tosse e diarréia. Em alguns
casos o figado e o bago podem estar aumentados e com caracteristicas
inflamatorias (Doherty, 1996; Cooke, 1999).

O ultimo estagio da doenca, a fase cronica, resulta da deposi¢cao de
ovos nos tecidos, particularmente, no intestino, aparelho urinario, figado e
sistema nervoso. Esta fase costuma ser dividida em: intestinal, hepatointestinal,
hepatoesplénica compensada e descompensada (Katz & Almeida, 1982). Na
fase intestinal os sintomas sdo geralmente vagos e incluem: perda de apetite,
desconforto abdominal, sensacéo de plenitude intestinal, pirose e até diarréias
mucosanguinolentas alternando-se com prisdo de ventre. Na fase cronica
hepatointestinal os sintomas sdo parecidos aos da fase intestinal com

predominio das diarréias (Farah et al., 1997; Boros et al., 1975).



A fase crbnica hepatoesplénica compensada caracteriza-se pela
presenca de hepato-esplenomegalia. Ocorrem transtornos na circulagao portal
em decorréncia das lesdes perivasculares intra-hepaticas e hipertensdo com
consequente congestdo passiva do bago. Nessa fase o estado geral do
paciente € comprometido uma vez que é formada uma circulagdo colateral e

aparecem varizes no eso6fago (Domingues & Domingues, 1994). 9

A forma hepatoesplénica descompensada constitui o estado mais
avancgado da doencga, sendo responsavel na maioria dos casos pelo 6bito do
paciente. Esse estagio é caracterizado pela ocorréncia de figado volumoso ou
ja contraido pela fibrose perivascular, anemia acentuada, desnutricao,
esplenomegalia avantajada, ascite, circulagdo colateral, varizes do eséfago e
hematémese (Domingues & Domingues, 1994; Paranagua-Vezozzo, 1992; El-
Rooby, 1985; Mousa et al., 1967).

Tratamento

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, o tratamento clinico para a
esquistossomose deve ser baseado na administracdo de drogas como o
oxamniquine e praziquantel. Os medicamentos indicados apresentam baixa
toxicidade e a eficacia do tratamento gira em torno de 80% dos casos, em
adultos e 70% em criangas de até 15 anos (Petroianu, 2003; Allen et al., 2002;
WHO, 1985).

Ainda nao existe vacina para a esquistossomose, o que poderia auxiliar
como medida preventiva da doenga. A importancia do tratamento reside néo sé
no fato de diminuir a carga parasitaria dos pacientes, como, principalmente,
impedir a evolugao para formas graves (Allen et al., 2002).

Em pacientes que apresentam estagio patolégico avangado pode ocorrer
quadro hipertensivo do sistema porta. O mesmo, decorrente principalmente da
deposicdo dos ovos nos ramos intra-hepaticos, constitui uma das principais
complicagdes clinicas em individuos que apresentam a esquistossomose na
forma hepatoesplénica, sendo responsavel pela diminuicdo do fluxo da veia
porta e aumento da pressdo em todo sistema venoso que aflui para esse vaso
(Petroianu, 2003).



Quanto maior a infestagdo e a deposicao de ovos, mais intensa é a
oclusdo venosa e mais grave a hipertensdo. Com o tempo, o calibre das
varizes aumenta e também o risco de hemorragia. Na esquistossomose
hepatica, ocorre fibrose do figado e, na forma hepatoesplénica, fibrose
periportal e aumento do bago (Coelho, 1996). Nos caso de infestagcéo maJchga
esse quadro oclusivo também pode ser provocada pelo préprio parasita vivo ou
principalmente morto (Andrade et. al., 1984).

Os pacientes portadores de hepatoesplenomegalia esquistossomética e
varizes do esbéfago devem ser submetidos a tratamento clinico e cirurgico. A
terapéutica cirurgica busca tratar e prevenir sangramento evitando rompimento
de varizes esofagicas e gastricas (Lacerda et al., 2000; Kelner, 1992). O
protocolo cirurgico consiste de esplenectomia, autoimplante de tecido esplénico
em bolsa no omento maior e ligadura da veia gastrica esquerda (Brandt et al.,
1995; 1997). O transplante autélogo de tecido esplénico € uma tentativa de
manter as funcbes esplénicas. O mesmo objetiva minimizar os riscos de
septicemia fulminante apds esplenectomia, sendo realizada em individuos com
hipertensdo porta severa, devido a hepato-esplenomegalia esquistossomatica
(Steely et al., 1988; Traub et al., 1987; Hays et al., 1986). Segundo Brandt
(1998) o transplante autdlogo de tecido esplénico em bolsa do omento maior é
eficiente na manutencao da funcido esplénica em mais de 90% dos pacientes

estudados.

Lectinas

O estudo das lectinas, proteinas ou glicoproteinas, que apresentam a
capacidade de interagir de forma n&o covalente e com consideravel
especificidade a carboidratos (Licastro et al., 1993), foi iniciado por Kobert e
colaboradores numa pesquisa que caracterizava proteinas toxicas de espécies
de euforbiaceas e leguminosas (Torns & Westem, 1871). O primeiro
pesquisador a descrever o processo de aglutinacao em eritrocitos foi Stellmark
(1888), ao isolar das sementes de Ricinus communis, uma fragdo protéica
altamente toxica que foi denominada ricina (Pusztai, 1989b; Lis & Sharon,

1972). Diante dessas caracteristicas, o termo hemaglutinina foi proposto para



denominar essa classe proteica, que conforme observado tinham acéao

antigénica sem necessariamente serem toxicas (Pusztai, 1989a).

Em 1936, Samner e Howell caracterizaram a aglutinagdo produzida por
Concanavalina A, lectina isolada de Canavalia ensiformis, demonstrando sua
inibicdo pela sacarose. J& em 1948, Renkonnen verificou que alguns extratos
de leguminosas apresentavam especificidade antigénica para os antigenos do
sistema ABO, evento uma vez mais reportado em 1987, num estudo que ainda
demonstrou especificidade para o sistema MN (Sharon & Lis, 1987). Com a
descoberta da especificidade, Boyd e Shapleigh (1954) propuseram o termo
lectinas, do latim “lectus/legere”™ meio de selegdao ou escolha, referindo-se a

capacidade de ligagao seletiva destas proteinas com carboidratos.

Diante de todas as caracteristicas anteriormente citadas, o termo lectina
passou a ser utilizado para proteinas que aglutinam células ou precipitam
polissacarideos e glicoproteinas, gragas a habilidade de ligar especifica e
reversivelmente a determinados carboidratos, sejam eles agucares simples ou
complexos (Sharon & Lis, 1987). Interessante observar que muitos estudos
demonstram que a interagao lectina-carboidratos ocorre através de pontes de
hidrogénio, coordenacdo metalica, forcas de Van der Waals e interacbes
hidrofobicas (Elgavish & Shaanan,1997).

As lectinas, diferentes das imunoglobinas uma vez que n&o sao produtos
de resposta imune (Loris et al., 2002; Lis & Sharon, 1998), podem ser
encontradas em animais, vegetais e microorganismos (Sharon, 1993). As
mesmas apresentam dois ou mais sitios de ligagdo para carboidratos, di ou
polivalentes e podem ser caracterizadas e detectadas por sua habilidade em
aglutinar eritrocitos, processo no qual seus sitios se combinam com agucares
da superficie das células acarretando ligagdo cruzada com subsequente
precipitacdo, em certos casos com alta especificidade (Correia & Coelho, 1995;
Goldestein et al., 1980; Lis & Sharon, 1973).

Os carboidratos possuem um enorme potencial de codificacdo biolégica
e podem ser encontrados ligados a proteinas ou lipideos. Estas moléculas
(glicoproteinas e glicolipideos) encontram-se livres em fluidos biolégicos e na

superficie exterior de células, funcionando como meio de identificagcdo e



reconhecimento celular (Nangia—Makker, 2002). Diante da capacidade e
especificidade de reconhecer e se ligar a agucares simples, tais como glicose,
manose, galactose, as lectinas passaram a ser utilizadas em pesquisas na area
biolégica e médica (Donaldson & Shuler, 1999; Kennedy et al., 1995). As
mesmas sdo importantes na investigacao estrutural e funcional de complexos
de hidratos de carbono, especialmente glicoproteinas e na identificacdo de
alteragdes que ocorrem na superficie celular durante os processos patologicos
e fisiologicos. As lectinas sdo importantes devido ao seu potencial de
reconhecimento celular em diversos processos bioldgicos, tais como,
eliminagao de glicoproteinas do sistema circulatorio, no controle intracelular do
transporte de glicoproteinas, na adesdo de agentes infecciosos a células
hospedeiras, no recrutamento de leucdcitos para locais de inflamagao assim
como nas interag¢des celulares no sistema imunolégico em caso de metastases
e tumores malignos (Lis & Sharon, 1998).

Algumas lectinas sdo mitogénicas e apresentam a capacidade de
transformar linfocitos; outras aglutinam células cancerosas. Esses achados sao
particularmente importantes para estudos relacionados a imunologia e cancer
(Lis & Sharon, 1973; Liener, 1981).

As lectinas sao encontradas em uma ampla variedade de espécies de
plantas e animais, entretanto, estas substancias estdo presentes em maior
quantidade em graos de leguminosas e gramineas (Pusztai, 1989; Mancini
Filho et al., 1979). As mesmas, particularmente as extraidas de plantas, podem
ser facilmente imobilizadas em suportes inertes (Ryder et al., 1992; Hock et al.,
1980; Gioannini et al., 1982). Dessa forma, podem ser utilizadas como matriz
de afinidade objetivando a purificagdo de glicoproteinas (Torres & Smith, 1988),
glicolipidios (Delanghe et al., 1989), caracterizagdo de enzimas (Gioannini et
al., 1982) e receptores (Hock et al., 1980; Tsuji et al., 1983).

O fato das lectinas terem larga distribuigdo em plantas sugere alguma
importéancia fisiolégica (Liener, 1976; Etzler, 1986). As funcbes da mesma
podem ser variadas e parecem ter relacdo com os estadios de maturacgao,
germinacao das sementes e mecanismos de defesa da planta contra o ataque
de fungos (Liener, 1976).

As lectinas de leguminosas sdo formadas por duas ou quatro

subunidades, com massa molecular variando entre 25000 daltons e 35000



daltons e cada uma das subunidades possui um sitio de ligagdo para
carboidratos, sendo o processo de ligagao ao agucar dependente da presenca
simultanea de Ca** e Mn?* (ou de outro metal de transicdo) (Sharon & Lis,
1990).

Em algumas lectinas as subunidades sdo capazes de se dissociar e
reassociar. A Concanavalina A (Con-A) possui estrutura tetramérica que se
dissocia em dimeros se o pH for inferior a seis (Carvalho, 1990; Akedo et al.,
1972).

A regidao molecular de ligagdo ao carboidrato € denominada de dominio
de reconhecimento de carboidrato (CRD) e cada subunidade da lectina possui
pelo menos um dominio. A divaléncia ou polivaléncia permite a interagdo com
carboidratos localizados na superficie de células adjacentes, resultando em
aglutinagao (Lis & Sharon, 1986).

Na maioria das lectinas de leguminosas a oligomerizagdo se da pela
associacao dos dominios de estrutura secundaria tipo folha beta (beta sheet).
Na Con A a formacdo do dimero envolve a associacdo, lado a lado, dos
mondémeros através da interacido entre os seis dominios de estrutura beta com
outros seis dominios da outra subunidade, formando uma estrutura de doze
dominios (Lis & Sharon, 1998; Loris et al., 1998; Becker et al., 1975; Hardman
& Ainsworth,1972).

Varias lectinas provenientes de leguminosas da regido semi-arida do
nordeste brasileiro tem sido purificadas e caracterizadas. Em 1995, Correia e
colaboradores purificaram uma lectina, denominada Cramoll-lectina,
proveniente de uma planta nativa denominada Cratylia mollis, Mart. A atividade
hemaglutinante da mesma foi fortemente inibida por metil alfa-D-manosideo
sendo, portanto classificada como lectinas ligantes de manose/glicose
semelhante aquelas isoladas do feijao de porco (Canavalia ensiformis D.C.). As
sementes da Canavalia ensiformis contém aproximadamente 2-3% de lectinas
(Alvarez, 1989) das quais se podem extrair a Concavalina A, de largo uso em
pesquisas médicas, genéticas e como agente de protecao de plantas (Cavada
et al., 1999).

As lectinas de leguminosas apresentam elevada similaridade estrutural

particularmente no que concerne a sua estrutura primaria. Entretanto ocorrem



marcantes variagdes quanto a especificidade de ligacdo aos carboidratos
(Sharon & Lis, 1990).

As estruturas responsaveis pela seletividade, a partir do reconhecimento
e ligacdo ao acgucar revelaram que o sitio primario de ligagdo das lectinas
extraidas de leguminosas estdo localizadas na superficie de estruturas bem
conservadas (Derewenda et al., 1989; Loris et al., 1998). A afinidade de ligacao
pelos carboidratos complexos € aumentada pela ocorréncia de subsitios que
permitem um melhor encaixe do monossacarideo (Rini, 1995; Loris et al.,
1998).

A lectina Cramoll, purificada das sementes de Cratylia mollis (Correia &
Coelho, 1995), mostra-se taxonomicamente relacionada a Con A. Ambas
apresentam a mesma especificidade monossacaridica (mannose/glucose),
arquitetura topoldgica, e conformagdo tridimensional. A homologia de
sequéncia entre as duas é de 82%, diferindo apenas em 42 dos 236 residuos
(Beltrao et al., 1998).

Entretanto, mesmo apresentando grande similaridade quanto aos sitios
de ligagdo a carboidratos e jons Ca®* e Mn?" as formas imobilizadas dessas
duas lectinas ligam diferentes glicoproteinas presentes no plasma humano
(Lima et al., 2003), bem como apresentam diferentes padrbes de ligacdes
quando comparadas células mamarias normais e transformadas (Beltrdo et al.,
1998).



Figura 3 — Representagao esquematica das lectinas Cramoll e Concanavalina
A. a - Estrutura terciaria da Cramoll, demonstrando os sitios de ligacédo Mea
Man, ions Ca® e Mn*? (Souza et al., 2003); b — Cadeia polipeptidica da
Concanavalina A demonstrando sitio de ligacao a carboidratos (verde) (Rastall,
2005).

Glicoproteinas

Glicoproteinas sao proteinas que apresentam um ou mais residuos

glicidicos covalentemente ligados a sua estrutura peptidica (Bochkov, 1993).

A glicosilagéo proteica € um processo importante uma vez que a porgao
glicidica altera as propriedades, modificando a estabilidade, solubilidade e
volume fisico das proteinas. Além disso, os carboidratos em glicoproteinas
atuam como sinais de reconhecimento, que sao centrais para aspectos de
direcionamento de proteinas, para o reconhecimento celular e de outras
células (Helenius. & Aebi, 2001; Wormald & Dwek, 1999; Gagneux & Varki,
1999).

As glicoproteinas podem ser moléculas de transporte, enzimas,

receptores e horménios. As mesmas sdo formadoras de muco nos tecidos e
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nas secrecoes e, do ponto de vista estrutural, intervém como componentes de
ligamentos, tenddes, cartilagens, dentre outros (Olden et al., 1982).

As cadeias polipeptidicas das glicoproteinas, como as de todas as
proteinas, sao sintetizadas sob controle genético. Por outro lado, as cadeias de
carboidratos sao geradas enzimaticamente através de um conjunto de reagdes
pos-traducionais. Interessante observar que essas cadeias sao formadas sem
o controle rigido dos moldes de acidos nucléicos e por isso tendem a
apresentar composigao variavel (microheterogeneidade) (Voet et al., 2000).

Ocorrem dois tipos principais de ligagdes entre proteinas e carboidratos,
as ligacdes do tipo N e do tipo O. Os carboidratos N ligados apresentam um
atomo de nitrogénio (N) na ligagado entre um oligossacarideo, em seu terminal
redutor, e a cadeia lateral do aminoacido Asparagina (Asn). Nos carboidratos O
ligados, o oxigénio (O) & o atomo envolvido na ligagdo entre o terminal redutor
de um agucar simples ou um oligossacarideo e a cadeia lateral dos
aminoacidos Serina (Ser), Treonina (Thr), Hidroxilisina (Hyl) ou Tirosina (Try)
(Voet et al., 2000; Chai et al., 1999).

A Asparagina N-glicosilada encontra-se dentro de uma sequéncia
especifica (ou“sequon”): Asn-X-Ser/Thr; onde X pode ser qualquer aminoacido
exceto prolina. Nem toda sequéncia Asn-X-Ser/Thr é glicosilada. O sequon
deve estar ao alcance da enzima que adiciona os carboidratos (a oligossacaril-
transferase) durante o processo de biossintese da proteina (Nelson et al.,
2000). A oligossacaril-transferase, na face interna da membrana do reticulo
endoplasmatico, transfere os sacarideos de um oligossacarideo doador pré-
fabricado (oligossacarideo-P-P-dolicol) para o residuo de asparagina presente
em um sequon Asn-X- Ser/Thr acessivel (Voet et al., 2000; Gebhart & Ruddon,
1986).

Quanto a sua constituigdo estrutural, as glicoproteinas Asn-ligadas
geralmente sdo divididas em dois tipos, alta manose onde oito residuos D-
manose encontram-se ligados a cadeia polipeptidica, e oligossacarideos
complexos cujas glicoproteinas com trés residuos D-manose mostram-se
ligadas aos ultimos dois acidos sialicos, D-galactose e N-acetil-D-glicosamina
(Mountreuil et al., 1994; Gebhart & Ruddon, 1986; Sharon, 1984). Ainda ocorre
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um terceiro tipo, que € uma mistura hibrida das duas anteriormente citadas
(Figura 4) (Dwek, 1995; Peters et al., 1986; Lima et al., 2003).

Alta-manose Complexo
—ThriSer
Asn |£|
O-glicosilacao
Hibrido
[] N-acetilglicosamina [> Galactose
N-acetilgalactosamina ¥ Fucose
O Manose

[J Acido sialico

Figura 4 — Figura esquematica demonstrando os tipos de cadeias
oligossacaridicas encontradas em glicoproteinas (adaptado de Lima et al.,
2003).

A maioria das glicoproteinas do plasma humano apresenta um ou mais
oligossacarideos N-ligados. Por outro lado, os O-glicanos sao menos
frequentes no plasma sendo mais comumente encontrado em mucinas (Turner,
1992).

Dentre as principais glicoproteinas plasmaticas utilizadas para o
diagnostico de enfermidades, a constituicdo de carboidratos & variavel. Em
condigbes de normalidade podem ocorrer em baixas percentagens, como na
imunoglobulina G (IgG), em torno de 3%, bem como podem representar quase
50% da massa molecular como na glicoproteina alfa-1 acida (45%). Podemos
ainda citar a alfal-antiquimiotripsina (27%), haptoglobina (16%), alfa1-
antitripsina (13%), transferrina (7%), ceruloplasmina (7%), alfa-fetoproteina
(4%) e hemopexina (20%) (Turner, 1992; Katz et al., 1985).
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Nas diversas patologias que decorrem de lesdo tecidual, infecgao,
inflamacao, queimaduras, cirurgias, entre outras injurias estressantes, ocorre
uma resposta sistémica denominada resposta de fase aguda (Kushner, 1982).
O figado é o principal érgéo envolvido na reagao de fase aguda uma vez que
citocinas, principalmente o fator de necrose tumoral (FNT) e as interleucinas IL-
1 e IL-6, agem sobre receptores especificos da membrana dos hepatdcitos,
estimulando dessa maneira, a sintese dessas proteinas de fase aguda (PFA)
(Steel & Whitehead, 1994). Dessa forma, em situagbes de estresse, como na
vigéncia de processos inflamatérios agudos, a concentragdo plasmatica de
algumas proteinas séricas aumenta (proteinas de fase aguda positivas),
enquanto a de outras diminui (proteinas de fase aguda negativas) (Tabela 1)
(Steel & Whitehead,1994; Baumann & Gauldie, 1994).

Vaérios estudos tém investigado o real valor desses marcadores na
complementagao diagndstica de quadros inflamatdrios e infecciosos (Huseby et
al., 1997).

As PFA positivas tém importantes fungdes relacionadas a restauragao
da homeostase quando a integridade do organismo é afetada por uma injuria
(Baumann & Gauldie, 1994). Fazem parte deste grupo a haptoglobina, a
ferritina, a proteina C-reativa, a alfa 1-antitripsina, ceruloplasmina e o
fibrinogénio. Ja as PFA negativas sdo proteinas cujas fungdes também
contribuem para a homeostase através de mecanismos de hemodinamica,
transporte e nutricdo. Pertencem a este grupo a albumina, a transferrina, as
lipoproteinas e a RBP (“retinol binding protein”), dentre outras (Schultz &
Arnold, 1990; Kushner, 1982).

Além de alteracdo nos valores séricos, ocorrem registros de
microheterogenicidade estrutural de glicoproteinas em decorréncia de
enfermidades (Helander et al., 1997; Huseby et al., 1997).
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Tabela 1 - Perfil protéico plasmatico em reagdes de fase aguda
(Schultz & Arnold, 1990; Kushner, 1982).

Proteina Aumenta Diminui

Proteina de Coagulagéo Fibrinogénio

Inibidores de Proteinas/ Proteases  Alfa 1-antitripsina

Alfa 1-antiquimiotripsina

Proteinas Transportadoras Hemopexina Transferrina
Haptoglobulina

Ceruloplasmina

Proteinas do Sistema Complemento C1s, Inibidores de C1, C2 Properdina

Fator B, C3, C4, C5, C6

Outras Alfa 1-glicoproteina acida Albumina
Globulinas insoluveis no frio Pré — albumina
Proteina relacionada ao amiléide Alfa 1-lipoproteina
sérico A (SAA)

Beta - lipoproteina

A Alfa 1-glicoproteina acida, cujo peso molecular € de 44000 daltons,
nao apresenta fungao bioldgica bem definida, mas constitui um dos principais
marcadores de atividade inflamatodria. A fungao fisiolégica € desconhecida, no
entanto a mesma apresenta a capacidade de se ligar a horménios como
progesterona, anestésicos, antibidticos, psicotrdpicos, anticoagulantes,
antiarritmicos, entre outros (Fournier et al., 2000) e a porg¢ao carboidrato da
molécula parece relacionada a processos de modulacdo do sistema imune
(Shiyan & Bovin, 1997). A mesma apresenta 45% da sua estrutura composta
por carboidratos sendo hexose, hexosamina e acido sialico em iguais
proporgdes (Burtis & Ashwood, 1999; Bornstein et al., 1969).

A Alfa 1-glicoproteina acida é util para o diagnéstico de quadros
inflamatorios e (ou) infecciosos agudos, doenga pulmonar, abuso cronico de
alcool, cirrose alcodlica, Doenga de Hodgkin e como preventivo de patologias
coronarianas. Por ser uma proteina de fase aguda, altos titulos podem ser

observados em doengas auto-imunes como artrite reumatdide e lupus
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eritematoso sistémico, em traumas, queimaduras e obesidade. Encontra-se
diminuida em hepatopatias crénicas e desnutricdo, bem como na sindrome
nefrotica (Ballou, 1996; Mitre, 1996; Bornestein et al., 1969).

A transferrina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada no figado com
um peso molecular de 79570 daltons. A mesma é constituida por uma cadeia
polipeptidica, com duas cadeias de oligossacarideos ligados N-
glicosidicamente e existe em diversas isoformas (Wick et al, 1996; Kreutzer,
1976). A taxa de sintese no figado pode ser modificada de acordo com as
necessidades e as reservas de ferro do organismo. Tal proteina é responsavel
pelo transporte de ferro circulante, obtido de fontes dietéticas ou da
decomposicdo de hemacias pelas células reticulo-endoteliais, para a medula
Ossea para uso na sintese da hemoglobina ou para o figado, bago e medula
Ossea para estoque (Wick et al,.1996; Lievens et al., 1994; Haupt & Baudner,
1990; Kreutzer, 1976).

Niveis alterados de transferrina podem levar a sintese prejudicada de
hemoglobina e, possivelmente, anemia. Os niveis séricos deprimidos podem
indicar produgdo inadequada de transferrina devido a danos hepaticos ou
excessiva perda de proteina em razdo de doenga renal ou inflamagao aguda ou
cronica. Os niveis diminuidos de transferrina podem, também, resultar de
infeccdo aguda ou crénica e cancer. Niveis elevados da glicoproteina no soro
podem indicar deficiéncia grave de ferro, desnutricdo ou gravidez (Posettihalli &
Surolia, 2001). A ocorréncia de desialo-transferrina em soros de pacientes tem
servido como marcador bioquimico do alcoolismo cronico e das doencgas
hepaticas alcoolicas. Isoformas da transferrina deficientes em carboidratos
estdo presentes em maior quantidade na vigéncia de alcoolismo. Esse tem sido
0 marcador bioquimico para monitorizagdo de consumo alcodlico mais
promissor e mais estudado na literatura recente. Também, ocorrem registros de
variabilidade estrutural da transferrina em gravidas, na anemia por deficiéncia
de ferro e artrite reumatdide (Helander et al., 1997; Huseby et al., 1997, van
Pelt, 1997; Lesch & Walter, 1996; Sharpe et al. 1996; Mihas & Tavassoli, 1992).

A alfat-antitripsina (A1AT), € uma glicoproteina plasmatica, de peso
molecular 52000 daltons, que apresenta a capacidade de inibir enzimas

proteoliticas como a elastase dos neutrdfilos (Paone & Brantly, 1998; Gadek et
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al.,1981; Janoff, 1972) demonstrando também propriedades tanto pro - como
anti-inflamatérias (Rouhani et al., 2000; Panyutich et al., 1995).

Esta proteina de producéo hepatica apresenta papel relevante quanto a
protecdo dos tecidos, impedindo que os mesmos sejam danificados, uma vez
que apresenta a capacidade de formar complexos com proteases tais como
elastase, a tripsina, a quimiotripsina, a catepsina G e a colagenase da pele e
do liquido sinovial nos espagos extra vasculares (Brantly et al, 1998; Gadek et
al.,1981; Janoff, 1972). Além disso, pode se ligar a proteases pertencentes ao
sistema fibrinolitico e de coagulagédo, como a plasmina, a trombina e ao fator XI
(Blanco et al., 2001).

Apesar de ser um inibidor de grande espectro de agao, seu principal
papel € inibir a elastase neutrofilica, glicoproteina de 29000 daltons. Em
decorréncia da maior taxa de associacao com a elastase neutrofilica e a alta
concentracdo observada no liquido superficial das vias aéreas a mesma
mostra-se importante para o perfeito funcionamento pulmonar (Hohn et al.,
1989). Ocorre associagcédo da deficiéncia da alfa 1-antitripsina a ocorréncia de
enfisema pulmonar bem como, cirrose hepatica (Stockley, 1994; Gadek et al.,
1981; Janoff, 1972).

A Haptoglobina é uma alfa 2-sialoglicoproteina plasmatica tetramérica
(alfa2-beta2) de peso molecular 38941 daltons, descoberta por Polonovski e
Jayle em 1938 (Yano et al., 1998; Langlois & Delanghe, 1996), cuja biossintese
ocorre principalmente no figado, em resposta a secregdo de citocinas (Van
Vlierberghe et al., 2004). Trata-se de uma glicoproteina cuja fungao € ligar-se a
hemoglobina livre no plasma, liberada pela destruicdo intravascular das células
vermelhas, conservando o ferro corpéreo e prevenindo a possivel
nefrotoxidade causada pela hemoglobina durante a filtragdo glomerular
(Langlois & Delanghe, 1996; Sadrzadeh & Bozorgmehr, 2004). O complexo
formado pela haptoglobina e hemoglobina livre é removido pelo sistema
reticuloendotelial, no qual o grupo heme da hemoglobina & degradado em ferro
e em bilirrubina. A haptoglobina é também uma proteina de fase aguda
positiva, com habilidades imunomodulatorias que podem ser inibitérias ou
estimulatérias da resposta imune (Van Vlierberghe et al., 2004; Wassel, 2000).
Ocorrem pelo menos 3 variantes genéticas, trés fendtipos diferentes (HAP1,

HAP2-1, HAP1-1), das haptoglobinas. Varios autores tém investigado a
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influéncia dos gendtipos/fendtipos de Hp na suscetibilidade e evolugdo de
diversas patologias humanas. Ha diferengas de peso molecular entre os
diferentes tipos de Hp: a proteina Hp1-1 € a menor molécula (86 KDa), Hp2-2
apresenta o maior peso molecular (170-900 KDa), enquanto Hp2-1 possui um
peso intermediario (86-300 KDa) (Langlois & Delanghe, 1996).

Os niveis de haptoglobina podem estar elevados em numerosas
situagdes que levam a reacgédo de fase aguda como na sindrome nefrética. Os
niveis séricos dessa proteina apresentam-se diminuidos nas hepatopatias
graves, nas situacbes de aumento da hemoglobina livre pela hemdlise
aumentada de eritrécitos, como em hemoglobinopatias, reagdes transfusionais,
anemia megaloblastica, eritropoiese ineficaz associada a destruicdo medular
de células vermelhas, queimaduras extensas, coagulagdo intravascular
disseminada, reabsor¢ao de grandes hematomas, sindrome nefrética em que,
dependendo do fenoétipo, podem diminuir seus niveis séricos por perda urinaria
(geralmente fendtipo HAP1-1), e terapia com estrogénios e corticoides.
(Dobryszycka, 1997; Langlois & Delanghe, 1996).

A ceruloplasmina é uma fracdo alfa 2-globulina do sangue, sintetizada
no figado, responsavel pelo transporte de 80 a 95% do cobre plasmatico. Essa
glicoproteinas apresenta em sua estrutura trés oligossacarideos ligados por
asparagina e seis sitios que ligam o Cu+ ou Cu2+ (Schilsky & Tavill, 1998). A
mesma é principalmente utilizada para o diagnéstico diferencial entre varias
doencas hepaticas e a doenca de Wilson, que é classicamente acompanhada
pela diminuigdo dos niveis séricos da ceruloplasmina (Underwoode & Sutttle,
1999). E uma doenca autossémica recessiva, em que ocorre diminuicdo da
capacidade de ligacdo do cobre a ceruloplasmina, resultando no aumento dos
niveis de cobre livre no plasma e nos tecidos, especialmente figado e cérebro
(Roberts et al., 2004; Schilsky & Tavill, 1998).

Outras patologias, que levam a lesdo hepatica grave, desnutricéo,
sindrome nefrética e enteropatias com perda de proteina, podem cursar com
niveis diminuidos de ceruloplasmina. A mesma apresenta elevados niveis
séricos em diferentes disturbios que levam a reacao de fase aguda, tais como:
carcinomas, leucemias, doengca de Hodgkin, traumas, obstrugdo biliar,
gravidez, intoxicagdo por cobre, uso de contraceptivos orais, fenitoina e terapia

com estrogénios (Underwoode & Sutttle, 1999).
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O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica de elevado peso
molecular, 340000 daltons, cuja estrutura trinodular, onde duas metades da
molécula sdo simétricas, possui trés pares de cadeias de polipeptideos
designadas alfa, beta e gama. Essas cadeias apresentam 610, 461 e 411
aminoacidos respectivamente, com peso molecular de 66.500 daltons para
cadeia alfa, 52.000 para cadeia beta e 46.000 daltons para cadeia gama. Esses
trés diferentes pares de cadeias polipeptidicas, todas com uma grande
heterogeneidade, sdo ligadas por pontes dissulfureto (Toss et al., 1997).

Além de sua importdncia primaria na etapa final da cascata de
coagulagao, quando sob a agao proteolitica da trombina vai formar fibrina,
malha do coagulo sanguineo, o fibrinogénio é também uma proteina de fase
aguda e, portanto, se eleva em todas as situagdes que envolvem dano,
infeccdo ou inflamagdo tissular e na gestagdo. Sendo assim, pode estar
elevado no decurso de processos inflamatérios e infecciosos agudos como
traumas, neoplasias, pos-operatorio, uso de anticoncepcionais orais e
sindrome nefrotica (Toss et al.,, 1997). Entretanto, pode estar reduzido em
decorréncia da diminuicdo da producdao hepatica, em doencas hepaticas
graves, ou por aumento de consumo, com conversao excessiva de fibrinogénio
em fibrina, sem tempo para reposicdo adequada, como nos quadros de
coagulagao intravascular disseminada. Sendo assim, sua avaliagdo tem um
papel importante no diagnéstico diferencial das coagulopatias adquiridas, na
coagulagao intravascular disseminada, na fibrindlise primaria e secundaria, na
disfibrinogenemia e na afibrinogenemia (Woodward et al., 1998; Toss et al.,
1997; Zimmerman & Ruggeri, 1987).

As imunoglobulinas, constituida por duas cadeias pesadas idénticas
associadas a duas cadeias leves também idénticas (kappa ou lambda) séo
glicoproteinas produzidas pelos linfécitos B quando os mesmos séao
submetidos a estimulo antigénico (Abbas et al., 2003). Os linfécitos B originam
plasmdcitos de diferentes linhagens e clones celulares, que irdo produzir as
cinco fragdes de imunoglobulinas, denominadas imunoglobulinas G ou IgG
(cuja principal funcdo parece ser a neutralizagdo de toxinas nos espagos
teciduais.), A ou IgA (imunoglobulina predominante nas secre¢des), M ou IgM (
primeira imunoglobulina encontrada na resposta a estimulo antigénicos), D ou

IgD (de funcdo biolégica pouco conhecida, parecendo envolvida na
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diferenciagao dos linfécitos antigenicamente estimulados) e E ou IgE (presente
na superficie de basodfilos e mastécitos, o que resulta na liberacdo de

mediadores da resposta de hipersensibilidade imediata) (Roitt et al., 2003).

O aumento policlonal das imunoglobulinas séricas representa uma
resposta normal a uma série de patologias, como infecgdes, doencas
hepaticas, desordens pulmonares e alteragdes auto-imunes. O aumento de IgG
tende a predominar nas respostas crénicas e nas doengas hepaticas; ja o
aumento de IgA predomina nas infecgbes de pele, aparelho respiratério,
intestinal e renal. A IgM esta relacionada as fases agudas das infecgdes
primarias e as infecgbes intra-uterinas bem como cirrose biliar primaria
enquanto a IgE encontra-se aumentada em quadros alérgicos. Niveis séricos
aumentados de IgD ocorrem diante de infecgbes crénicas (Roitt et al., 2003;
Abbas et al., 2000;Thompson et al.,1992; Smith et al.,1984).

Tabela 2 - Peso molecular das principais proteinas de fase aguda.

Proteinas Peso Molecular
Alfa 1-glicoproteina acida 44000 daltons
Transferrina 79570 daltons
Alfa 1-antitripsina (A1AT) 52000 daltons
Haptoglobina 38941 daltons
Ceruloplasmina 122212 daltons
Fibrinogénio 340000 daltons

Imunoglobulinas:

Cadeias pesadas 55.000-70.000 daltons
Cadeias leves 23.000 daltons
Hemopexina 52385 daltons
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Lipoproteinas e Lecitina-colesterol aciltransferase

As lipoproteinas sao vesiculas plasmaticas responsaveis pelo transporte
de lipidios circulantes. As mesmas formam micelas globulares constituidas por
nucleo nao polar formado de triglicerideos e ésteres de colesterol recobertos
por uma camada anfifilica de proteinas, fosfolipideos e colesterol livre (Voet et
al., 1995; Gotto et al., 1986).

Triglicernideos

Colesterol
Fosfolipideos

Colesterol

Figura 5 - Figura esquematica de uma vesicula lipoprotéica (Fonte:
www.afh.bio.br).

Para o transporte do colesterol no sangue faz-se necessario a
participacdo de lipoproteinas de baixa (LDL) e alta densidade (HDL). As
vesiculas de LDL transportam o colesterol do figado para os tecidos periféricos,
enquanto as vesiculas de HDL, sintetizadas principalmente no figado e em
menor propor¢ao no intestino, sdo responsaveis pela captagdo do colesterol
liberado das membranas dos tecidos periféricos e posterior transporte ao
figado, processo denominado transporte reverso do colesterol (Kasid et al.,
2001). A HDL funciona como um aceptor do fluxo de colesterol de células
periféricas para eventuais remog¢des hepaticas (Lima et al., 2003).

Uma vez no figado, o colesterol pode ser excretado sob a forma de sais
biliares ou participar da sintese de horménios esteroides (Fielding & Fielding,
1995).
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Durante o transporte reverso do colesterol, ocorre a esterificagdo do
mesmo, por agao da enzima lecitina: colesterol aciltransferase (LCAT), através
da transferéncia de um acido graxo insaturado da posigdo 2-sn da
fosfatidilcolina para a hidroxila do colesterol livre, produzindo dessa forma
lisofosfatidilcolina e colesterol esterificado (CE) (Figura 6) (Lima et al., 1997b).
Sendo assim, durante esse processo, a LCAT transforma o colesterol livre em
colesterol esterificado, facilitando a sua internalizagdo no nucleo das HDL e
permitindo o estabelecimento de um gradiente, necessario para a passagem do
colesterol livre das células para as particulas lipoproteicas de alta densidade
(Lima et al., 1997a; 1988; Gillett et al., 1989).
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(Lisolecitina) (Lecitina)

Figura 6 - Reacgao catalisada pela LCAT (Adaptado de Lima et al., 2003).

A LCAT (EC 2.3.1.43) é uma glicoproteina, cuja concentracao serica é
de aproximadamente 6 mg/mL (Silva et al., 2002), produzida pelos hepatdcitos
e liberada na circulagao sanglinea, onde circula na forma livre ou complexada

a lipoproteinas de alta densidade (Lima et al., 1987a). A mesma apresenta
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massa peptidica de 47089 daltons e elevada constituicdo de carboidratos,
representando 2 de uma massa molecular total de 65000 - 68000 daltons
(Lima et al., 2003).

Segundo Dweek (1995), e Chung e colaboradores (1979), a LCAT
apresenta, quanto ao conteudo de carboidratos, aproximadamente, 9,2 %
manose, 6% de galactose, 5% de glucosamina e 3,9 % de acido sialico. Em
1997, Lima e colaboradores reportaram semelhantes resultados: 5,3% de
manose, 6,4% de galactose, 5,3% de glicosamina, 3% de galactosamina, e 5%
de acido sialico.

Ocorrem registros de microheterogenicidade na cadeia polissacaridica
da molécula de lecitina: colesterol aciltransferase tanto sob condigdes
fisiologicas, pelo menos seis isoformas com pontos isoelétricos variando entre
3.9 e 4.8, (Holmquist & Bjellqvist, 1988; Doi & Nishida, 1983; Utermann et al.,
1980) quanto sob condi¢gbes patolégicas em individuos acometidos pela
esquistossomose mansonica hepatoesplénica (Lima et al., 1997).

Pacientes com deficiéncia familiar ou secundaria de LCAT podem
apresentar graves alteragbes na composicdo e estrutura das lipoproteinas
plasmaticas ocasionando efeitos adversos no funcionamento e metabolismo do
colesterol (Owen et al., 1978).

A quantificagdo da atividade enzimatica confere um importante teste de
funcdo hepatica (Silva et al., 2002). Sob condigbes debilitantes tais como
doengas hepaticas ou deficiéncias genéticas, tem-se observado redugao da
atividade da mesma bem como niveis séricos reduzidos ou até mesmo
ausentes (Gillett, 1976; Lima et al., 1987a). Segundo Gillett e colaboradores
(1976) a medida de sua atividade pode refletir o grau da severidade da
esquistossomose mansobnica e a sua determinacdo torna-se importante na

avaliacao da eficacia de tratamentos em pacientes esquistossomaticos.
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Protebmica

O termo Proteoma foi introduzido por Wilkins e Humphery-Smith em
1995 e corresponde ao conjunto de proteinas expressas por um determinado
genoma (Anderson & Anderson, 1998).

O comportamento dos sistemas bioldgicos ndo se deve exclusivamente
ao genoma uma vez que sdo as proteinas e nao os genes que determinam o
fendtipo de um organismo (Graves & Haystead, 2002). Em resposta a um
estimulo interno ou externo, ou como consequéncia de uma patologia, a
sintese de algumas proteinas pode ser estimulada ou inibida. As mesmas
podem sofrer modificagbes pds-tranducionais, podem ser degradadas ou,
ainda, recolocadas em diferentes locais da célula (Schiz-Knappe et al., 2001).

A protedmica estuda os processos bioldgicos através da consequéncia
direta das condigdes externas e do estado do organismo em um determinado
momento. Nesse sentido, obter o proteoma de um organismo corresponde a
uma "fotografia instantanea" das proteinas expressas naquele determinado
momento (Graves & Haystead, 2002). A mesma constitui um importante
instrumento na pesquisa médica, uma vez que permite, por exemplo, comparar
0 quadro protéico expresso de uma célula ou de um tecido afetado por uma
doenca com o mesmo quadro expresso em condigdes normais. A identificacado
e caracterizagao dessas proteinas alteradas possibilitam a identificacao de
"marcadores moleculares", que permitam o diagnostico e o controle da
progressao de uma doencga (Jung et al., 2000;Blackstock & Weir, 1999; Dunn,
1992).

A analise proteOmica baseia-se em metodolégias complementares, onde
inicialmente ocorre a separagdao dos componentes multiprotéicos e num
segundo momento obtém-se informagdes relativas a estrutura primaria dos
peptideos coletados permitindo a sua identificagdo com alta precisdo (Dunn,
2000). Tais procedimentos permitem comparacgdes tanto qualitativas, indicando
se uma proteina esta presente ou ndo na amostra estudada, quanto
quantitativas revelando as concentracdes relativas de determinada proteina

nas diferentes condi¢des analisadas (Schlz-Knappe et al., 2001).

29



Técnicas como a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
permite separar diferentes fragdes da amostra segundo suas propriedades
fisico-quimicas. Dessa forma, a primeira abordagem técnica consiste no
estabelecimento de um gradiente de pH e consequente separagao protéica
segundo ponto isoelétrico (pl) e num segundo momento separagao das fragdes
em decorréncia das variacbes de peso molecular (Figura 7) (Gorg, 2000;
Bjellgvist et al., 1993). Diante das purificagbes realizadas as amostras podem
ser analisadas e identificadas. Para tanto, utiliza-se a espectrometria de massa
cuja sensibilidade, precisao e poder de resolugdo permitem a identificagdo sem
ambigulidades das proteinas ao fornecer uma lista de massas moleculares de
peptideos obtidos depois de uma digestdo quimica e/ou enzimatica (Rappsilber
et al., 2000; Laemmli, 1970).

A proteina isolada € clivada por proteases em varios pontos especificos
que dependem da sequéncia dos aminoacidos e da prépria enzima usada,
resultando em varios fragmentos menores de massas moleculares diferentes. A
tripsina, normalmente utilizada para a digestdo das proteinas, faz clivagem
especifica C-terminal adjacente a residuos de arginina e lisina gerando um
conjunto de peptideos. Tal processo possibilita obter um mapeamento
peptidico (Shevchenko et al., 1996). O padrdao de clivagem fornecido pelas
diversas massas moleculares dos fragmentos da proteina € entdo comparado
com um padréo teodrico de clivagem de uma sequéncia protéica extraida de um
banco de dados de sequéncias gendmicas ou protéicas (Graves & Haystead,
2002).

30



Figura 7 - Visualizagdo de uma eletroforese bidimensional apds separagcao das
amostras segundo gradiente de pH (IEF) e Peso molecular (SDS-PAGE).
(Fonte: http://www.biotecnologia.com.br/bio/7 _c.htm)

O crescimento e aperfeicoamento da analise protedbmica deve-se a
grande quantidade de dados acumulados nos ultimos anos sobre
sequenciamento génico e, também, ao melhoramento no campo da

espectrometria de massas (Aebersold et al., 2000).

Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma arma valiosa na analise de
compostos organicos uma vez que possibilita a determinagéo rapida, precisa e
sensivel da massa de biomoléculas como proteinas, acgucares, acidos
nucléicos, lipidios e outros compostos orgéanicos. Essa técnica mede a massa
molecular em daltons a partir da razdo entre a massa e a carga de moléculas
ionizadas (Qin et al., 1997; Karas & Hillenkamp, 1988).

O primeiro espectréometro de massas (MS) foi desenvolvido em 1912 por
J.J.Thompson (Thompson et al., 1921). Até a década de 80, o uso dessa
importante técnica era restrito a um pequeno numero de moléculas capazes de

serem ionizadas sem que houvesse quebra inespecifica da molécula ao

31



fendbmeno de ionizagdo. Nessa época, moléculas maiores tais como proteinas
intactas ndo podiam ser analisadas sem a presenca de grupos protetores para
um aumento da estabilidade e volatilidade.

Ja no fim da década de 80, gragas ao desenvolvimento de técnicas de
ionizagdo mais suaves tais como MALDI (Karas et al., 1987) e ESI (Yamashita
& Fenn, 1984), é que se comecgou a utilizar a espectrometria de massas na
anadlise de diferentes tipos de macromoléculas e compostos com elevada
eficiéncia e para diferentes finalidades (Siuzdak, 1996). Seguindo a evolugéo
dos equipamentos, a década de 90 caracterizou-se pela melhoria dos
analisadores de m/z, e o aparecimento de equipamentos comerciais tais como
Tof-Tof, Q-Tof e ion trap (Kinter & Sherman).

-
Tof
Quadrupolo .y
Multiplicador
» lon trap :
de elétrons
Q-Tof
Tof-Tof
\ 0 0)
Fonte de Ionizacio Analisadores de massa Detectores de ions

Figura 8 - Componentes basicos dos espectrdmetros de massa: a fonte de
ionizagao (responsavel pela introdugdo de cargas e vaporizagdo de amostras),
0 analisador (determina a relagdo m/z do analito) e o detector (detecta a
presenga do analito). Os ions sao produzidos na fonte de ionizagdo e
subsequentemente separados em um analisador, seguindo para um detector.

Na ionizacdo do tipo ES (electrospray ionization), a amostra,
solubilizada, € passada por um tubo capilar submetido a alta voltagem. Na
saida do tubo forma-se uma nebulizagdo, e as moléculas aprisionadas nas
goticulas suspensas em vacuo sao, entdo, ionizadas (Figura 9) (Yates, 1998;
Fenn et al., 1989).

Na ionizagao do tipo Maldi (matrix-assisted laser desorption ionization),
a amostra € misturada a uma matriz inorganica solubilizada em um solvente

bifasico. A mistura é aplicada em uma placa de metal e, quando se promove a
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evaporagao do solvente, as moléculas da amostra cristalizam-se junto com a
matriz. Esses cristais sdo entdo bombardeados por um feixe de raio laser para
a ionizagao das moléculas. Esses ions de proteinas sao acelerados através de
um campo elétrico, atravessam o tubo de vdo, e de acordo com seu tamanho
podem chegar mais rapido, quando menores, ao detector (Qin et al. 1997;
Karas & Hillenkamp, 1988). Com isso, o tempo de véo (TOF, do inglés time of
flight) no campo elétrico € uma medida da massa (ou, mais exatamente, da
relacdo massal/carga) (Figura 10). Essa técnica permite analisar pequenas
quantidades de biomoléculas, na ordem de até picomoles (pmol) a fentomoles
(fmol) (Antelmann et al., 2001).

A figura 9 é uma representacdo esquematica das fontes de ionizagao
MALDI e ESI, enquanto na figura 10, observamos o analisador de ions utilizado

em nosso trabalho.
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Figura 9 - Representacado esquematica do processo de ionizagao por MALDI e
Eletrospray. (a) Quando os cristais formados entre os solventes da matriz e da
amostra sdo submetidos a tiros de laser na faixa de absor¢ao do croméforo de
uma matriz organica, provoca uma foto-ionizacdo dos analitos pela
transferéncia de carga dos ions da matriz para a amostra e posterior
dessorcdo. Nessa condi¢ao, os ions do analito sdo formados em fase gasosa
pela transferéncia de prétons de moléculas de matriz protonadas para
moléculas neutras do analito (Aebersold & Mann, 2003; Beavis & Chait, 1996;
Karas et al., 1987).

(b) Representacdo esquematica do processo de ionizagdo por Eletrospray.
Producédo de ion em “eletrospray” a partir da dispersédo de gotas altamente
carregadas quase a pressao atmosférica seguida de condigdes que permitem a
evaporagado da gota para formacédo de ions. O analito em forma liquida é
injetado e uma alta voltagem é aplicada. Sob influéncia do campo elétrico,
cargas semelhantes do analito (por exemplo: ions positivos) sdo acumulados
na extremidade de um tubo capilar, ejetadas e dispersas no interior do
espectrometro (Moraes & Lago, 2003; Jonsson, 2001). (Fonte: adaptado de
http://www.magnet.fsu.edu/education).

A partir da conjugagdo em sequéncia de analisadores de massa a
espectrometria de massa torna possivel selecionar uma s molécula ionizada e
fragmenta-la pela colisdo com um gas inerte (em geral argbnio ou mesmo ar).
A anadlise das massas dos fragmentos obtidos fornece informagbes sobre a
estrutura da molécula original, permitindo determinar, por exemplo, a sequéncia
de aminoacidos de um peptideo (Ekstrom et al., 2000; Kaufmann et al., 1996;
Spengler, et al., 1994).
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Figura 10 - Representagdo esquematica da separagdo de massa através do
analisador Tof. (a) Os ions recebem a mesma energia através da voltagem de
aceleracao para posteriormente entrar em um tubo livre de campo elétrico e no
vacuo, até atingir o detector. Os ions com valores menores de m/z apresentam
maior velocidade e os ions com valores maiores de m/z apresentam menor
velocidade (Jonsson, 2001).

(Fonte: adaptado de www.dia.unisa.it; www.proteomicsnijmegen)
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RELEVANCIA DO TRABALHO

Sendo a esquistossomose uma doenga de grande importancia médica,
0s conhecimentos a cerca das glicoproteina plasmaticas produzidas sob essa
condicdo é relevante para a saude publica brasileira. Além disso, a avaliagao
da especificidade e capacidade de ligacdo a glicoproteinas plasmaticas da
lectina Cramoll em comparacédo a Concanavalina A mostra-se importante uma
vez que estamos comparando a aplicagao biotecnolégica de uma lectina
comercial, amplamente utilizada e caracterizada e uma outra extraida a partir
de plantas nativas da Regido Nordeste no Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal de Pernambuco.
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OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar glicoproteinas de plasma de individuos saudaveis e de
portadores de esquistossomose mansdnica hepatoesplénica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a capacidade das colunas de afinidade Cramoll-Sepharose e
Concanavalina A em isolar glicoproteinas plasmaticas de individuos
saudaveis e pacientes portadores de esquistossomose mansoénica

hepatoesplénica descompensada.

2. ldentificar proteinas diferencialmente expressas em condigdes fisioldgicas

de normalidade e patoldgicas.

3. Realizar analise comparativa das proteinas plasmaticas isoladas a partir de
lectinas que apresentam a mesma especificidade oligossacaridica - Cramoll
e Concanavalina A - utilizando, para tanto, abordagens proteémicas tais

como eletroforese bidimensional e espectrometria de massa.

37



ARTIGO



Use of Cramoll and Concanavalin A lectins as tools for plasma glycoconjugate
purification and comparative profile of hepatosplenic schistosomiasis patients and
healtly controls identified by Proteomics-Based Approach

Abstract

Identify glycoproteins in complex moistures could indicate pathological state. In this sense, our
work intends to identify and compare glycoconjugates of health individuals and schistosomiasis
patients using Concanavalin A and Cramoll lectins. As preliminary screen, SDS-PAGE and dot
blotting were performed attend to recognize a soluble glycoprotein that converts the cholesterol
to cholesterol esters named Lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT). As well,

proteomic analyses by two-dimensional differential gel electrophoresis were performed in order
to investigate the effect of the disease on proteins expressions. Most of the spots identified
were glycoproteins of acute-phase including hemopexin, albumin, complement component 3,
subunits of immunoglobulin, transferrin, haptoglobin, plasma protease (c1) inhibitor, beta 2-
glicoprotein I, antithrombin, alpha-1-beta-glicoprotein, fibrinogen beta chain and alfa-1-
antitrypsin. We observed no significant differences between eluted glycoproteins from patients
and controls. Otherwise, comparative analyses between Concanavalin A and Cramoll lectin
showed some differences. This series of experiments demonstrate that affinity chromatography
by Con-A and Cramoll can be used in order to purify glycoproteins in human plasma under
pathological and healthy conditions.

Introduction
Lectins are protein or glycoprotein substances, capable of specific

recognition of and reversible binding to, carbohydrate moieties of complex
glycoconjugates without altering the covalent structure of any of the recognized
glycosyl ligands (Sharon, 1993;Lis & Sharon,1998; Loris et al., 2002). Different
lectins display a variety of binding specificities and because of that affinity
separation using this components has become a standard and widely used
technique to isolate glycoproteins, glycopeptides and oligosaccharides from all
kinds of biological sources (Torres & Smith, 1988; Delanghe et al., 1989;
Gioannini et al., 1982; Hock et al., 1980; Tsuji et al.,1983). Interesting to
observe that protein glycosylation is one of the major post-translational
modifications with significant effects on protein folding, stability and activity. It is
estimated over 80% of all plasma proteins are glycosylated (Bertozzi &
Kiessling, 2001). Post-translational modifications result in protein heterogeneity
and existence of multiple isoforms. These modifications are extremely important
because they may alter physical and chemical properties and consequently,
function of the proteins (Wormald & Dwek, 1999; Gagneux & Varki, 1999;
Helenius, A. & Aebi, 2001) .
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Cra-lectin, purified from Cratylia mollis seeds (Correia and Coelho,
1995), belongs to the mannose/glucose binding class, similar to those isolated
from Canavalia ensiformis (Concanavalin A, Con A). These both lectins has
similar topological architecture, equal monosaccharide binding sites and are
from the same Leguminosae family and Diocleinae subtribe. Nevertheless, the
literature reports different binding ligands what includes glycoproteins purified
from human plasma (Lima et al., 1997) and human mammary cells (Beltrao et
al., 1998). Interesting to observe that Concanavalin A is one of the most well
characterized lectin and has broad applicability primarily because recognizes a
commonly occurring sugar structure. It has been shown that Con-A
predominately recognizes alpha-mannose, which is very common in N-linked
glycans (Kobata, 1992). Since a wide variety of serum glycoproteins have a
"core oligosaccharide" structure which includes alpha-linked mannose residues,
many glycoproteins can be examined or purified with Con A and its conjugates
(Cavada et a.l., 1993; Alvarez, 1989).

Besides the use of lectins to pre-purified complex mixtures, its essential
employ complementary approaches in order to characterize proteins mainly in
different physiological conditions. Since the introduction and development of
proteomics techniques, the identification of glycoproteins in complex mixtures
became more clear and reliable (Graves & Haystead, 2002; Hunter, 1995).
Two dimensional gel electrophoresis (2-D) is an effective technology for
separating complex protein samples that can be formerly identified by mass
spectrometry (MS/MS) (Griffin & Aebersold, 2001). However, glycoproteins are
problematic in the 2-D gel electrophoresis approach to proteomics.
Oligosaccharide heterogeneity often causes proteins of identical primary
structure to appear in multiple spots. Glycoform resolution occurs because of
differences in charge, often due to differences sialic acid contend and this can
make difficult identification in several ways. Besides that, protein isoforms
typically appear as "spot trains” in 2D electrophoresis (Gooley et al. 1997). This
is particularly true for glycoproteins that have isoforms that vary in pl (due to
addition of sialic acid) and molecular weight (due to addition of different size

and number of glycan chains).
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The major problem in profiling plasma proteins are the presence of high concentrations
of a small number of proteins (Gygi et al., 2000). The 5 to 10 most abundant serum proteins
comprise over eighty-five percent of total serum protein content. Some proteins of interest are
likely present at significantly lower concentrations. The most abundant plasma proteins make it
difficult to run two dimensional gels reproducibly (Corthals et al., 2000). These abundant
proteins mask differential expression of lower abundance proteins with similar molecular
weights and isoelectric points (Herbert et al., 2001). Because of that, it is important to use
techniques of prior purification for the identification of the low-copy-number gene products may
be more decisive in, for example, discovering novel markers or drug targets (Fountoulakis et al.,
1999; Gygi et al., 2000).

In response to injury, local inflammatory cells (neutrophil granulocytes and
macrophages) secrete a number of cytokines into the bloodstream, most notably the
interleukins IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-alpha. The liver responds by producing a large number of
acute phase reactants, most notably C-reactive protein, alpha 1-antitrypsin, alpha 1 anti-
chymotrypsin, alpha 2- macroglobulin, some coagulation factors (Fibrinogen, prothorombin,
factor VI, von Willebrand factor, plasminogen), complement factors, molecules of blood
transport like ferritin and serum amyloid proteins (Kushner , 1982; Bauman & Gaudeie, 1994).
These hepatic glycoproteins, are object of several studies including disease diagnostic.
Plasmatic glicoproteins from patients and normal healthy controls can be detected in order to
identify abnormalities and aberrantly expressed proteins. In this sense, Schistosomiasis
disease, represents an important problem of public health in Brazil, especially in the
northeastern region where prevalence of this illness is still high. This sickness has the liver as
the major focus of its histological lesions, physiopathological alterations and clinical
manifestations (Silva et al., 2002). The most severe form of schistosomiasis, named
hepatosplenic, usually is related to portal hypertension, esophageal, intra-abdominal,
retroperitoneal and abdominal wall varices (Brandt et al., 1999).

Previous studies have shown alteration on lipid metabolism in the hepatosplenic form of
Schistosomiasis. One of the main alterations is the reduction on lecithin: cholesterol
acyltransferase ( LCAT) activity, a hepatic enzyme that catalyze the esterification of cholesterol
in plasma. The Lecithin-colesterol acyltransferase (LCAT, EC 2.3.1.43), is a plasma
glycoproteins (Collet and Fielding, 1991) with molecular mass of 68 kDa and one-quarter of its
apparent molecular mass composed by four N-linked oligosaccharide chains (Chung et al.,
1979; Hill et al., 1993). LCAT is a key enzyme in maintaining cholesterol homeostasis and

regulating its transport in blood, process named reverse cholesterol transport.

Materials and Methods

Samples

Human blood samples, anticoagulated with EDTA (1mg/mL), were taken from healthy controls

and patients with the most severe form of schistosomiasis. Plasma was separated by
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centrifugation of blood at 1500 rpm for 15 min and dialyzed with phosphate buffer 20mM, pH
7.4. After this process, lipoproteins of very low density (VLDL) and low density (LDL) were
precipitate by the addition of sodium phosphotungstate (4% - p/v) and magnesium chloride (2M
). The samples were stirred for 30 minutes, at 4° C and were then centrifuged at 2000 rpm for 30
minutes. The supernatant, free of VLDL and LDL, was separated and once again dialyzed in
phosphate buffer (20 mM, pH 7.4). Aliquots of plasma (1 mL) were taken and stored at - 20°C

until ready for use.
Purification of Cra lectin and conjugation in Sepharose 4B

Cra lectin was purified by extract of Cratylia mollis 10% (w/v) in 0.15 M NaCl. In this process,
proteins were precipitated using 40-60% ammonium sulphate fractionation, and submitted to
posterior affinity chromatography with sephadex G-75 column. Purified Cra lectin was covalently
attached in CNBr activated Sepharose 4B (pharmacia) according to the instructions of the

manufactured.

Cra-sepharose affinity chomatography

Cra "4 Lectin -sepharose and commercial Con-A immobilized (Pharmacia) on CNBr-activated
sepharose columns (6.5 x 1.0 cm) were used in order to purify glycoproteins from plasma.
These columns were equilibrated with the phosphate buffer 20mM, pH 7.4. Plasma sample
(1mL) was applied in the column, with a flow rate of 1mL/h. After 15 hours, all unbound proteins
are removed with phosphate buffer and the adsorbed material was eluted with 0.25 M methyl
alfa-D-mannoside and/or 0.25 M methyl alpha-D-glucoside. Aliquots of the bound fractions
eluted (aprox. 1 mL) were colleted and the peak of protein, identified by absorbance at 280 nm,
were put together and dialyzed against amonium bicarbonate buffer (5mM) and EDTA (0.5 mM)

at 4°C and the samples were lyophilized.
SDS-PAGE

SDS-PAGE was performed as described by Laemmli using 12% polyacrylamide gel in a vertical
gel apparatus (Bio-Rad system). Sample buffer , including 47.5% water, 12.5% 0.5 M Tris-HCI
pH 6.8, 10% glycerol, 20% SDS (10%) solution, 5% 2-mercaptoethanol, and 5% bromophenol
blue (1%) , was added to the lyophilized protein samples (50 ug).The mixture was vortexed and
then boiled at 100°C for 5 minutes. Electrophoresis was performed using vertical
electrophoresis gel apparatus (Bio-Rad system) at a constant voltage of 100 volts when
samples were in the stacking gel. When the dye front reached the resolving gel, voltage was
increased to 200 volts. The run was stopped when the dye front was 2 to 3 mm away from the

bottom edge of the gel. The gel was then silver stained using the commercial silver staining kit.
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Dot Blotting

2yl of eluted fraction from column affinity Con-a and Cra %2 were applied onto a nitrocellulose
membrane. At room temperature, the membrane were first fixed with TBS buffer, pH 7.5 (Tris 20
mM, NaCl 150 mM and Thiomersal 0.01 %) and secondly her nonspecific sites were blocked
using TBS buffer including 2% of desnated milk. After four hours, the membrane were once
again washed with TBS-T pH 7,5 (TBS soluction including Tween 20 0,05%) and incubate with
the polyclonal antibody ,diluted 1:500 in TBS with 0,5% desnated milk, from habbit against
human LCAT. After wash three times with TBS-T, the sample were incubate with secondary
antibody (IgG from caprine against habbit ) with Horseradish peroxidase (HRP) ( diluted 1:3000
onto TBS buffer with 0,5 % of desnated milk). After wash several times with TBS-T the
membrane were incubed with colorimetric soluction, at dark condition, who includes horseradish
peroxidase (30 mg) onto 10 mL of methanol and TBS with H,0, (30%).

2-D Gel Electrophoresis

Briefly, the lyophilized samples, were solubilized in 125 yL (150 pg protein) in electrofocalization
solution that include, urea (8M), CHAPS (6%) (non ionic detergent), 25 mM DTT, 0.002 %
bromofenol blue and 125uL of IPG buffer (Amersham Biosciences). The samples were
subjected to isoelectric focusing in immobilized pH gradient precast (IPG) strips 7 cm from pH
4-7 or pH 3-10 using an IPGphor focusing apparatus (immobilized pH gradient gel strips —
Amersham Biosciences) at 20° using as protocol six steps. First rehydration at low voltage
(60V for 12 hours) and after isoeletric focalization ( 200 V ,200 Vhr; 500 V, 500 Vhr; 1000 V
,1000 Vhr; 8000 V, 4000 Vhr; and 8000 V ,75067 Vhr). All process happens in 20 hours. Before
the second dimension electrophoresis, the IPG strips were equilibrated with equilibrium buffer
(50 mM Tris-HCI, 6M urea, 30% glycerol, 2% SDS) supplemented with 1% DTT, followed by
2.5% iodoacetamine. The second running was performed in gels 12% SDS - PAGE
(18,5x50x1mm), (LAEMMLI, 1970) at inicial 120 V, 30 mA when samples were in the stacking
gel. When the dye front reached the resolving gel, were used 120 V, 40 mA . The run was
stopped when the dye front was 2 to 3 mm away from the bottom edge of the gel. The gel was
then silver stained using the commercial silver staining kit. Gels were stained with Comassie

Brilliant Blue and protein spot-features of interest were picked for further analysis.

Tryptic digestion

Fragments of the gel containing proteins of interest obtained after one-dimensional
electrophoresis (1-DE) were first destained by incubation with 100 yl of 50 mM ammonium
bicarbonate and 50%. ACN for 15 min at room temperature. After repeat this process several
times the samples were washed one time in 100 % Acetonitrile and lyophilized. Dried pieces of
gel were rehydrated in 50 mM ammonium bicarbonate containing trypsin at 0.1 pg/ul. After

overnight incubation at 37°C, elution of the peptides was performed by sequencial washes with
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30 pl of 5 % TFA 50%. After this extracted process, the volume of the pooled extracts was

reduced to 10 pl by liofilization.

MS/MS and Database Analysis

All resolved protein spots of interest were excised, digested with trypsin and submitted to
identification by MALDI-TOF. Mass analyses were performed by mixing 0.5 pL of extracted
sample with 1 pL volume of matrix solution consisting of 50 mg/mL alpha-cyano- 4-
hydroxycinnamic acid in 0.1% TFA and 50% Acetonitrile. Samples were spotted on stainless
steel MALDI sample plates. The instrument was external calibrated using a mixture of peptides
(1,297.51; 2,094.46; 2,466.72; 2,867.80; 3,660.19; 5,734.59), in the linear mode using
accelerating, grid and guide wire potentials of 20.000, 19.000 and 10V, respectively, and a
400ns delayed extraction setting.

After MALDI analyses, the spectrum of peptides were performed by MASCOT program
databases (http://www.matrixscience.com). The parameters used in the searches were NCBInr
database, trypsin digest (one missed cleavage), species: Homo sapiens and mass value
Monoisotropic. When used MALDI-TOF, peptide mass tolerance were between 30 ppm and

100 ppm. In MS/MS analyses peptide charge state: 1+ and peptide mass tolerance were 30

ppm.

Results and Discussion

Describing the outcome in general terms, the combination of the lectin affinity
chromatography (LAC) and mass spectrometry differentiate glycoproteins from plasma of
healthy individuals and hepatosplenic schistosomiasis mansoni patients. Besides that, it was
found differences of 2-D electrophoresis behaviours of samples purified from two different
lectins with the same oligosaccharides specificity, the commercial Concanavalin A and Cra 7
lectin isolated from native plant of the northeast (Cratylia mollis Mart).

In order to characterize relevant glycoproteins from healthy individual, mainly lecithin-
cholesterol acyltransferase (LCAT), SDS-PAGE and dot bloting were performed. A
representative example of chromatographic elution profile is shown in figure 1. As can be seen
(figure 1 (A)), both lectins showed similar lines and has band corresponding to molecular weight
of 68 kDa. This data suggest the presence of LCAT, result confirmed by incubation with specific
LCAT peroxidase-coupled antibody (dot blotting) (figure 1-B). Interesting to observe that plasma
LCAT have been reported as sensitive indicator for early detection of hepatic damage. The

decrease in plasma LCAT activity is accompanied by increase levels of free cholesterol in LDL
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and, the reduction in esterification of cholesterol by LCAT may contribute to the decrease in

plasmatic cholesterol that could be observed in patients with live diseases (Silva et al.2002).

Figure 1 — a. Electrophoresis (SDS-PAGE 10 %) of plasma glycoproteins purified by Con-A-
sepharose (I) and Cra- 2 Sepharose (II) chromatography. Inlet: “dot blotting ” of eluted fraction
from Con-A (a) and Cra Y lectin (b).

After initial analysis by one-dimensional SDS-PAGE, two-dimensional electrophoresis
was performed. At this point, we began to use as samples plasma of healthy individuals and
schistossomiasis patients and, adsorbed protein samples were separated first according to they
isoeletric point (pl) and secondly by molecular mass (Mw).

To investigate glycoproteins from three different and healthy controls purified by
Concanavalin A lectin, we made isoeletric focalization using two different strips, including pH
ranges of 4-7 and 3-10. A good resolution of several spots, mainly when were used dry strip
with pH between 4 and 7, gave the possibility of identified some relevant glycoproteins. Based
in this found, the subsequent set of experiments were realized using only strips with pH 4 — 7.
Figures 2, 3 and 4 shows two-dimensional electrophoresis maps of proteins identified from
three different healthy controls. Using the fraction eluted map as a standard, the spot pattern in
the six maps was analyzed, counting 21 different spots using as strip 3-10 and 20 spots using
4-7 (table 1). This found include glycoproteins as hemopexin, complement component 3,
subunits of immunoglobulin, transferrin, haptoglobin, plasma protease (c1) inhibitor, beta 2-
glycoprotein |, antithrombin, alpha-1-beta-glicoprotein, fibrinogen beta chain and alfa-1-

antitrypsin.
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Table1 - Elution profile of proteins purified by affinity chromatography with Concanavalin A

lectin. pH strips of 3-10 (a) and 4-7 (b).

a Rzported b Reaorted
Con-A (2-10) Con-A (4-7)
Cationic Tripsinogen
Plasma protease (c1) inhibitor Heomopoxin
Transferrin Hp2-alpha

Hemopexin
Alburmin
Fibrinogen beta chain
kY 2D protein
Haptoglchin
Antthrombin
Apha 1 — antitripsyn
Bata 2- glicoprotein |

Immunoglobulin alpha-1 heegvy chain
Zhain E, Fragmant Double-2 From Human Fibrin
Chain C, Human Monoclonal Igm Cold Agalutinin
mmunoglobulin Aalpha 1 Bur
Immunoglcbulin alpha-2 chain C region
Complement component 3
IMmunoglobulin G Kappa Chain

Immunoglobulin alpha-2 heavy chain
HF2Z- algha
alpta-1-beta-gl copretein

Immunoglooulin Alpha2 Heavy chain
Immunoglobulin alpha-1 chain C region
Fibrinogen beta chain
Haptoglokin
Beta-2-glicoprotein
Alpha 1-B-glicoprotein
Antitarambin

Alaumin
Chain 0, Crystal Stnictire Of The Fab Fragmeant Of
AHuman Monocloral lgm Cold Agalatinin

PRZ1400
Erythropoietin
Transferrin
Immunoglobulin alpha-1 heawy chain
Immunoglobulin kappa chein constant region
Mcha 1 antitripsyn

Chain A, Crystal Structure Df Thz Ga Modulz
Complexed With Human Serum Albumin

ChainE, Fragment Double-D From Human Fibrin
Immunoglobulin kappa light chain

% —
.xZD N 23214

19

1 5\}624 » ;

14 ﬁé!
9’1 11 r

2V, 5 6

N KK

A Y

7 -y

| -

‘, "\\1
{ N
e ¥
1 .
T«
R‘; [~

AAATY N
16 1720 18 19
o |

21

Figure 2 — Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of glycoproteins purified by
Concanavalin A column. Glycoproteins from healthy control (control 1) were subjected to IEF in
a 7-cm IPG strip spanning pH 3-10 (a) and pH 4-7 (b).

a. pH 3-10. 1. Complement component 3; 2. Fibrinogen beta-B (1-118); 3. Transferrin; 4.
Immunoglobulin kappa chain VK-1; 5. IGg Kappa Chain; 6. IGg Kappa Chain; 7. Ig alpha-2
heavy chain; 8. Haptoglobin; 9. Hemopexin; 10. Haptoglobin 2-alpha; 11. Haptoglobin; 12.
Haptoglobin2 - alpha; 13. Beta-2 - glycoprotein; 14. Antitrombin Ill; 15. Alpha- 1 — antitripsyn;
16. Alpha-1-beta-glycoprotein; 17. Hemopexin; 18. Hemopexin; 19. Fibrinogen beta chain; 20.
C1 esterase inhibitor; 21. Complement component 3; 22. Hemopexin; 23. Complement
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component 3; 24. Albumin; 25. Cationic Tripsinogen; 26. Albumin. 27. Imunnoglobulin G Alfa-1
heavy chain.

b. pH 4-7. 1. Erythropoietin; 2. Albumin; 3. Albumin; 4. Albumin; 5. Transferrin; 6.
Immunoglobulin alpha-1 heavy chain; 7. Hemopexin; 8. Albumin; 9. Hemopexin; 10. Alpha-1-B-
glycoprotein; 11. Beta-2-glycoprotein I; 12. Beta-2-glycoprotein I; 13. Immunoglobulin alpha-1
heavy chain; 14. Antithrombin 1ll; 15. Alpha-1-B-glycoprotein; 16. Haptoglobin; 17. Alfa-1-
antitripsyn; 18. Haptoglobin; 19. Haptoglobin 2-alfa; 20. Haptoglobin; 21. Immunoglobulin kappa
chain constant region; 22. Fibrinogen beta chain.

Figure 3 — Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of glycoproteins purified by
Concanavalin A column. Glycoproteins from healthy control (control 2) were subjected to IEF in
a 7-cm IPG strip spanning pH 3-10 (a) and pH 4-7 (b).

3 10 4 . 7
b 1 TR
~ M { 12\ »
’ ~s 4 p A% # e

s 143 EX
A Be.d B :

.

f

a. pH 3-10.1. Plasma protease (C1) inhibitor; 2. Transferrin; 3. Hemopexin; 4. Albumin; 5.
Fibrinogen beta chain; 6. MYO1D protein; 7. Albumin; 8. Albumin; 9. Albumin; 10. Albumin; 11.
Haptoglobin; 12. Antithrombin lii; 13. Alpha-1 beta Antitrypsin; 14.Fibrinogen beta chain; 15.
Fibrinogen beta chain; 16. Alpha-1-antitripsin; 17. Beta 2- glycoprotein ; 18. Imunoglobulin alfa-
1 heavy chain; 19. Chain E, Fragment Double-D From Human Fibrin; 20. Chain C, Human
Monoclonal Igm Cold Agglutinin; 21. Ig Aalpha 1 Bur; 22. Ig alpha-2 chain C region.

b. pH 4-7. 1. Hemopexin; 2. Hemopexin 2-alpha; 3. Hemopexin 2-alpha; 4. IgA2
H chain; 5. Ig alpha-1 chain C region; 6. Fibrinogen beta chain; 7. Haptoglobin;
8. Hemopexin; 9. Haptoglobin; 10. Beta-2-glicoprotein I; 11. Hemopexin; 12.
Hemopexin; 13. Alpha 1-B-glicoprotein; 14. Antithrombin lii; 15. alpha-1-B-
glycoprotein; 16. Fibrinogen beta chain; 17. Fibrinogen beta chain; 18. Albumin;
19. Albumin; 20. Albumin; 21. Albumin; 22. Chain A, Crystal Structure Of The
Ga Module Complexed With Human Serum Albumin; 23. Transferrin; 24.
PRO1400.
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Figure 4 — Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of glycoproteins purified by
Concanavalin A column. Glycoproteins from healthy control (control 3) were subjected to IEF in
a 7-cm IPG strip spanning pH 3-10 (a) and pH 4-7 (b).
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a. pH 3-10. 1. Plasma protease (c1) inhibitor; 2. Albumin; 3. Albumin; 4. Albumin; 5. Transferrin;
6. Transferrin; 7. Alpha - 1 - B- glycoprotein; 8. Haptoglobin 2 - alfa; 9. Haptoglobin 2 - alfa; 10.
Antithronbin; 11. Hemopexin; 12. Fibrinogen beta chain; 13. Immunoglobulin A heavy chain
allotype 2; 14. MRDS1 protein; 15. Fragment of IgG kappa chain; 16. Haptoglobin; 17.
Haptoglobin; 18. Immunoglobulin A heavy chain; 19. Immunoglobulin alpha-1 heavy chain; 20.
Immunoglobulin kappa-chain VK-1; 21. Immunoglobulin Kappa light chain; 22. Immunoglobulin
alpha-2 heavy chain 23. Chain C, crystal structure of the fab fragment of a human monoclonal
IgM cold agglutinin; 24. Immunoglobulin A heavy chain allotype 2.

b. pH 4-7.1. Fibrinogen beta-chain; 2. Alpha-1-antitrypsin; 3. Hemopexin; 4. Hemopexin; 5.
Alpha-1-B-glycoprotein; 6. Transferrin; 7. Antithrombin; 8. Haptoglobin; 9. Albumin; 10. Chain E,
fragment double-D from human fibrin; 11. Hemopexin; 12. Beta-2- glycoprotein - |; 13.
Haptoglobin 2-alpha; 14. Immunoglobulin kappa light chain; 15. Imunoglobulin alpha-1 heavy
chain.

In order to better understand elution profile of glycoproteins purified by Concanavalin A
lectin and incorporate new findings, the next set of experiments includes two-dimensional
electrophoresis maps under pathological conditions.

In this sense, it was used plasma from patients with chronical hepatic disease. Figure 5 show
elution profiles of proteins from tree hepatosplenic cirurged schistosomiasis patients and Table

2 compare proteins identification from one health reference control and three chronical hepatic

patients.

e

e

Figure 5 — Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of glycoproteins purified by
Concanavalin A lectin. Glycoproteins from three different patients: patients 1 (a), 2 (b) e 3 (c)
were subjected to IEF in a 7-cm IPG strip spanning pH 4-7.
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Patient 1 (a). 1. Complement component 3; 2. Complement component 3; 3. Albumin; 4.
Albumin; 5. Albumin; 6. Immunoglobulin alpha-2 heavy chain; 7. Transferrin; 8. Fibrinogen beta
chain; 9. alpha 1-B glycoprotein; 10. Alpha 1-B glycoprotein; 11. HP2-alfa; 12. Haptoglobin; 13.
Haptoglobin; 14. Beta-2-glycoprotein I; 15. Hemopexin; 16. Immunoglobulin alfa-1-heavy chain
constant region; 17. Crystal structure of the fab fragment of a human monoclonal IgM cold
agglutinin; 18. Immunoglobulin kappa light chain VLJ region.

Patient 2 (b). 1. Transferrin; 2. Albumin; 3. Histidine-rich glycoprotein precursor; 4. Hemopexin;
5. Alfa1 anti-trypsin; 6. Albumin; 7. Fibrinogen beta chain; 8. Ig A alpha1 Bur; 9. Alpha 1- beta
glycoprotein; 10. Fibrinogen beta chain; 11. Immunoglobulin alpha-2 heavy chain; 12.
Imunoglobulina alpha-1 heavy chain; 13. Haptoglobin; 14. Immunoglobulin kappa-chain VK-1;
15. HP2 alpha.

Patient 3 (c). 1. Albumin; 2. Transferrin; 3. Albumin; 4. Transferrin; 5. Albumin; 6. Fibrinogen
beta chain; 7. Hemopexin; 8. Immunoglobulin A heavy chain IgA2H; 9. I|g gamma-1 chain C
region; 10. Ig alpha-2 chain C region; 11. Hemopexin; 12. Alpha-1-beta glycoprotein; 13.
Alpha1-antitrypsin;14. Beta 2- glycoprotein acid; 15. HP2-alfa; 16. Chain C, crystal structure of
the fab fragment of a human monoclonal IgM cold agglutinin; 17. 1gG kappa chain; 18.
Immunoglobulin kappa light chain.

As can be seen on table 2, almost all proteins isolated from healthy controls were found
in patients and the majority of glycoproteins identified are produced by the liver. In this sense, it
is clear that even if the pathological state influenced the production of these glycoproteins, they
still remain in the eluted fraction. This data suggest as future experiments structural analyses of
this protein in order to identified effects of the pathological states. A great number of studies try
making correlation between pathologies and structural heterogeneity, mainly abnormal
glycosylation. As example of well characterized disease, carbohydrate-deficient glycoproteins
syndromes (CDGSs), now called congenital disorders of glycosylation, are a multi systemic
pathology, typically associated with major nervous system impairment (Dell & Morris, 2001).
Furthermore, structural abnormalities seem to be important for diagnosis. Heterogeneity of the
N-glicans on glycoproteins creates different glycoforms and this phenomenon affect protein
activity and biological function (Strauber et al., 1995). As example of this found, the distribution
of sialoforms of human serum transferrin caused by alcohols abuse and the presence of
transferrin (CDT) isoforms from human serum samples of chronic alcohol consumption patients.
In this sense, we can conclude that the study of these heterogenic glycoproteins could be used

as fingerprinted technique for alcoholism diagnosis (Strauber et al., 1995).
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Table 2 — Plasma proteins purified by Con-A and identified using mass spectrometry approach.
List of proteins identified from one reference control and three different patients.

Proten 1D Control D__Patient1__Patient2 _Pabentd
Erythropoietin x
Complement component 3
Alumin 3000¢
Transferrin b4
Fibrinogen beta chain
Alpha 1-8 ghcoprobein
HP2-alpha
Haptoglobin
Beta-2-ghycoprotein |
Immunoglobulin G Kappa chain
immunagiobulin kapyxa Bight chain VLI region X
Crystal Structure OF The Fab Fragment X X
Of A Hurmean M onocional lgm Cold Agglutinin
Chain C, Crystal Structure OFf The Fab Fragment X
Of A Hurmean M onocional lgm Cold Agglutinin
Histidine-Rich ghycoprobein precursor
Hemopexin xx X
Alpha1-Anlitrypsin x
Immunoglobuiin Aalphal Bur
Immunoglobulin kappea-chain VIK-1
Immunoglobulin G kappa Cheain xx X
Immunoglobulin kapgea Bght chain X
Imunogiobulin Alpha -1 heavy chain xx
Immunoglobulin Alpha-2 heavy chain X X X
Immunoglobulin AlFa-1-heavy chiain constant region
Immunoglobulin Alpha-1 chain C region X
Immunoglobulin Alpha-2 chain C region X
Immunoglobulin Gammea-1 cheain C negion X

% % x ¥
B ox % x x B3
% x % ¥ x ¥
x % x % ¥

» =

»
X X X X X
=

»

»

The analysis of elution profile of two different lectins showed differences of glycoprotein
affinity even when both have the same carbohydrate specificity. As well, Figure 6 exemplifies
glycoproteins usually acknowledged when we integrate both lectins and mass spectrometry
analysis. In this sense, proteins identified in all samples were surrounded by colours. We can
note, as yellow albumin, blue haptoglobin, green haptoglobin A2 isoform, red transferrin, brown
alfa-1-antitrypsin and lilies hemopexin. Considering potential sample losses during the process,
most of the large amount of non-glycosilated material was due to albumin. Besides that, when
we use Concanavalin A lectin, we identification different proteins such as PRO 1400, fibrinogen
beta chain, alpha-1-B-glycoprotein and Beta-2-glicoproteina. On the other hand, Cramoll 74
lectin isolate SH,/SH; adaptor protein NCK-beta, protein with no known catalytic function but
seems to be involved with regulation of receptor protein tyrosine kinases (Tanaka et al., 1997).
Another relevant found was the detection of the protein Rei, Bence-Jones. The literature reports
that this immunoglobulin kappa light-chain dimmer is secreted in immunoproliferative disorders
and is frequently involved in renal complications, including specific proximal tubule impairment,
Fanconi's syndrome (Roussel et al., 1999). Futhermore, the O-linked apolipoprotein A-l (apoA-I,
243 amino acids), eluted by Cra 4, are the major protein of high-density lipoproteins (HDL) and

plays an important structural and functional role in lipid transport and metabolism.
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The majority of glycoproteins identified are acute phase proteins like as
fibrinogen and antithrombin (proteins who participated of coagulation process),
alfa-1-antitrypsin (protein inhibitor), hemopexin, transferrin and haptoglobulin
(proteins responsible for blood transport), acid Alpha 1 glicoprotein and
inhibitor of C1 (proteins of complement system). This data could be important
when this acute phase proteins could be correlationed with diagnostic disease.

A large amount of studies linked serum and plasma levels of these proteins with

inflammatory response.

I —_— - K - -

- wy
|, iR
b aeald . =T Ll
i W \ -
LS oA I
- —_—- = f
e

o LA

3 = “
'9.':; ~ ‘
: o
(O | ¥

[ : - —*—
Figure 6 — Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of glycoproteins purified by
Concanavalin A lectin (d,e,f) and Cra Y4 lectin (a,b,c) . Glycoproteins from three different
controls were subjected to IEF in a 7-cm IPG strip spanning pH 4-7.Every colors circle
represents one relevant protein found in all six gels.
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Antithombin-lll and beta-2-glicoprotein | are involved with blood
coagulation process and because of that, they can be linked with coagulation
disorders (Guidi, 1991). Honegger and collaborators identified correlation
between deficiency of antithombim-lll and cancer of the colun, ovary and
prostate. Haptoglobin are one acute phase protein whose association with the
angiogenesis of the carcinoma have been reported (Ward et al., 1977;
Hannisdal et al., 1994 ). Furthermore, it was made connection of haptoglobin
and chronic liver disease as cirrhosis and acute hepatitis . As well, it has been
associated increases of haptoglobin concentrations and colorectal cancer
(Ward et al., 1977; Walker et al., 1983). Salas-Valdes and colleagues reported
increase of the acude phase hemopexin in cancer patients (Dziegielewska et
al., 1986;Nishi et al., 1991). A serine protease inhibitor Alpha 1-antitrypsin or a-

antitrypsin (A1AT) protects tissue, particularly in the acute phase reaction, from
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enzymes of inflammatory cells, especially elastase. Disorders of the enzyme
could be involved with emphysema and leads to liver cirrhosis in severe cases
(Axelson et al., 1965).

It is known that dysfunction of the liver can lead to a decrease or
abnormal production of another important hepatic glycoprotein named
fibrinogen, a symmetrical dimmer composed of 6 paired polypeptide chains

(alpha, beta, and gamma chains) (Plow et al.,1982).

The non glycosilated albumin was identified in all samples. Yang et al, reported using as
lectins Con-A, WGA and Jacalin the presence of large amounts of non-glycosylated proteins
such as albumin in the serum sample. They believed that this happen because of the
glicosylated proteins were only a small fraction of the loaded sample. The presence of high
abundant proteins, such albumin, can affect the identification of low abundance proteins.
Significantly, 10 or more orders of magnitude in concentrations separate albumin, the most
abundant protein in serum, from the scarcest of proteins (Anderson et al., 2002). Albumins
represent from 55% to 75% of the total protein content of human serum. This found suggest the
importance of eliminate high abundant proteins in order to improve the dynamic range of protein
identification (Corthals et al., 2000; Herbert et al., 2001). The literature reports depletion
process such as ion exchange-based techniques or the use of removal kit using antibody-based
affinity methods. Chromy and colleagues reported the increase of 76% in protein detection
capability with over 660 additional lower abundant protein spots detected. In the same study
they identifield after removal of high-abundant protein, proteins including Vitamin D binding
proteins as a biomarkers for prostate cancer, haptoglobin as a marker of lung cancer and serum
amyloid component and transthyretin as biomarckers for neurodegeneration (Hlavaty et al.,
2003; Koo et al., 1993).

The presence of high abundant proteins could be responsible for no data of less
abundant plasma glycoproteins such as lecitin colesterol acil transferase (first object of your
study). Besides that, glycoproteins are problematic in 2-D gel electrophoresis approach.
Oligosaccharide heterogeneity often causes proteins of identical primary structure to appear in
multiple spots. Glycoform resolution occurs because of differences in charge, often due to
differences sialic acid contend and this can make difficult identification in several ways. Protein
isoforms typically appear as "spot trains" in 2-D electrophoresis. This is particularly true for
glycoproteins that have isoforms that vary in pl (due to addition of sialic acid) and molecular

weight (due to addition of different size and number of glycan chains) (Gooley et al. ,1997)
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Table 3 — Plasma proteins purified by Con-A and Cramall lectin. (X) Represents abundance of

the protein in sample.

Cramall (1) (= T 0]

Imanaetopioboniin B ek oty -l
SHAFSHI ad apler prabeln NCH-bals
Mrolaln Spld biriing ap-slipeproboln Al
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L -l B PR AN, -20 b 21T)
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Conclusions

In conclusion, Con-A-Sepharose choramatography and Cra lectin-Sepharose,
combined with 2D-PAGE is a consistent, reproductable and reliable method to isolated
glycoproteins from plasma samples. This method make separation of proteins with different
glycosilation pattern and this found give the possibility of purified different proteins with potential
to became biomarkers to diagnostic diseases. Otherwise, to improve even more the results,
seems to be important optimize the methodology and her parameters attend to identify proteins
with low concentration. In this sense, the depletion of such proteins like albumin could help to

isolate less abundant glycoproteins.
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