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INTRODUCAO

Ha, nos seres vivos, uma série de compostos que possuem fungdes determinantes para
sua sobrevivéncia. Esses compostos estdo divididos em quatro grandes classes de
macromoléculas, nas quais estdo os lipidios, as proteinas, os acidos nucléicos e os
carboidratos (DWEK, 1996).

Os carboidratos possuem grande diversidade devido a alta capacidade dos seus
mondmeros (monossacarideos) em realizarem diferentes tipos de ligagdes e por conseguirem
formar cadeias altamente ramificadas, dando origem a uma grande possibilidade de
estruturas. Eles ainda podem aparecer ligados a outros compostos no meio celular, como
lipideos e proteinas, formando glicolipideos e glicoproteinas, respectivamente, e esses sdo
componentes encontrados em quantidade na superficie de células de mamiferos (DWEK,
1996; VARKI et al, 2009).

As glicoproteinas sdo carboidratos ligados a proteinas e sdo de extrema importancia
para a manuten¢do de processos bioldgicos fundamentais, como por exemplo, fertilizagdo,
regulacdo de processos imunes, replicacdo viral, infec¢do parasitica, crescimento celular,
adesao célula-célula, degradacdo de coagulos de sangue e inflamacdes (SCOTT et al, 2014).

O processo biologico de sintese de glicoproteinas ¢ feito a partir da adi¢ao de actcares
a alguns residuos de aminoacidos especificos na cadeia polipeptidica (NILSSON, 1994). A
ligacdo ¢ feita entre um aminodcido e um carboidrato, sendo que hé, essencialmente, apenas
trés aminodcidos que podem receber esses carboidratos. Sdo eles asparagina (Asn), serina
(Ser) e treonina (Thr) (MORELLE et al, 2006).

Hé uma sequéncia minima de aminoacidos ligados a asparagina para que seja formada
uma ligagdo covalente com um carboidrato, que ¢ a asparagina seguida por qualquer residuo
de aminodcido, exceto prolina, e finalizada por serina ou treonina. O nitrogénio da fungao
carboxiamida do aminoéacido ¢ utilizada para fazer uma ligagdo N-glicosidica com o
carboidrato, envolvendo um mondmero N-acetilglicosamina (GIcNAc) (VARKI et al, 2009).
Na Figura 1A, a estrutura de um N-glicano constituido pelo motivo comum
Man3GalNAc2Asn esta representada, o qual possui residuos de manose adicionais. Este
motivo comum ¢ uma estrutura compartilhada por todos os N-glicanos, chamada estrutura
core (VARKI et al, 2009).

J& para os aminodcidos serina e treonina ocorre a formacdo de uma ligagdo
O-glicosidica e, por esse motivo, o oligossacarideo ¢ chamado de O-glicano. Esse processo ¢
comum em glicoproteinas de mamiferos (MORELLE et al, 2006). As mucinas sdo tipos
especificos de glicoproteinas O-ligadas para as quais ocorre a formagdo de uma ligacao
covalente alfa entre a N-acetilgalactosamina (GalNAc) do oligossacarideo € o grupo
funcional hidroxila (-OH) da serina ou da treonina. Outra denominagdo para esses compostos
¢ O-GalNAc glicanos. A Figura 1B traz a representagdo da estrutura de um O-glicano, que ¢
formado pelo motivo comum GalGalNAcSer/Thr (core 1), uma das estruturas core mais
abundantes nos seres humanos, adicionado de outros residuos de monossacarideos (VARKI et
al, 2009).



Figura 1. A) Representagdo estrutural de um N-glicano; B) Representacao estrutural
de um O-glicano. Os simbolos a e [ se referem a estereoquimica do monossacarideo em
relacdo a ligacdo glicosidica e os numeros ao lado definem qual o carbono do ciclo esta

fazendo a ligagdo glicosidica. Legenda: [] N-acetilglicosamina (GlcNac), O Manose

(Man), O Galactose (Gal), > Fucose (Fuc), 4 Acido sialico (NeuAc), &
N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Figura adaptada de VARKI et al, 2009).

Atualmente, ja foram descobertos em torno de 100 alteragdes genéticas humanas
relacionadas a genes que regulam os processos de glicosilagdo. Em 2013, a cada 17 dias um
novo tipo de desregulagdo nos processos de glicosilagao foi reportado (FREEZE et al, 2014).
Para diversas doengas genéticas e cronicas, como por exemplo, Alzheimer, desregulacio de
metabolismo, inflamagdes, diabetes ¢ cancer, foram encontradas intensas alteracdes nos
processos de glicosilagdo (VAN SCHERPENZEEL et al, 2016). Abaixo ¢ apresentado um
panorama geral das descobertas de transtornos relacionados a defeitos de glicosilagdo nos
ultimos anos (Figura 2). Isso indica uma forte tendéncia no estudo dessas doengas,
possibilitada pelos avangos nos métodos de analise e conhecimento da diversidade estrutural
dos compostos relacionados.
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Figura 2: Descobertas de novas doengas relacionadas a defeitos nos processos de
glicosilacdo entre os anos 1981 e 2013. Cada cor representa um tipo de estrutura que teve seu
processo afetado (FREEZE et al, 2014).

Um dos grupos de doengas que apresentam padrdes alterados ¢ conhecido como
distarbios congénitos de glicosilagdo (CDG - Congenital Disorders of Glycosylation)
(JAEKEN et al, 2010). Essas desordens sdo causadas por defeitos no processo de glicosilacao
de proteinas e lipideos, que podem ocorrer no citoplasma, reticulo endoplasmatico e no
complexo de Golgi (BARONE et al, 2012; SCOTT et al, 2014). Em 2010, havia sido
reportado que a maioria dos disturbios de glicosilagdo ocorrem devido a defeitos na via
sintética de N-glicosilagdo (16 doengas). O restante das doencgas apresenta defeitos nas vias de
O-glicosilagdo, em um total de oito, enquanto 17 doencas apresentavam defeitos tanto nas
vias sintéticas para O- e N- glicosilagdo ou outras vias sintéticas (JAEKEN et al, 2010).

Além disso, individuos afetados por CDG apresentam uma gama de sintomas e
expressoes fenotipicas. Com o desenvolvimento da doenga, quase todos os 6rgaos de um
sistema sdo afetados. Entretanto, alguns sdo mais afetados por essas alteragdes, como por
exemplo, o sistema nervoso, imune, gastrointestinal, hepatico e, principalmente, o
desenvolvimento normal do cérebro (FREEZE; AEBI, 2005).

Entretanto, ha desafios tanto no diagndstico como na descoberta de novos padrdes
associados a CDG. Um desses desafios € a analise do processo de glicosilacdo. Uma das
formas encontradas para melhorar as analises ¢ o acoplamento de métodos de separacdo com
os de caracterizagdo estrutural, como por exemplo, MS (Mass Spectrometry - Espectrometria
de Massa) acoplado ao HPLC (High Performance Liquid Chromatography - Cromatografia
liquida de alta eficiéncia). Essa combinagdo entre técnicas de separacdo e a espectrometria de
massa permitem a utilizagdo de uma ferramenta poderosa e versatil de analise estrutural de
glicoconjugados (MORELLE; CANIS; CHIRAT et al, 2006).



A andlise e a caracterizagdo estrutural desses compostos pode ser feita utilizando
técnicas de MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization-Time-of-Flight-Mass Spectrometry - Dessor¢ao/lonizagdo a Laser
Assistida por Matriz-Tempo de voo-Espectrometria de Massa) e ESI-MS (Electrospray
Ionization-Mass Spectrometry - Ionizagdo por Electrospray-Espectrometria de Massa).
Nesses métodos de andlise, as glicoformas de glicoproteinas intactas podem ser descobertas,
desde que, sejam proteinas com baixa massa, entre 20-40 kDa, e o nimero de cadeias de
glicanos seja limitado (MORELLE; CANIS; CHIRAT et al, 2006).

Assim, a espectrometria de massa tem sido utilizada para a analise desses compostos,
conforme relatos na literatura (SCOTT et al, 2014; VAN SCHERPENZEEL et al, 2016;
WADA, 2006; FONTES, 2016). Com essas pesquisas, tem sido possivel correlacionar os
glicanos detectados com os genes acometidos (WADA, 2006). Ainda ¢é possivel utilizar a
analise para o diagnostico de CDG em laboratérios clinicos, devido a sensibilidade do
método, a capacidade de caracterizagdo estrutural dos compostos nas analises e sua
compatibilidade com matrizes biologicas (VAN SCHERPENZEEL et al, 2016).

O laboratorio de sintese e analise de biomoléculas do Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia (LSAB - UnB) tem trabalhado em parceria com a drea de Patologia
Molecular do Hospital Sarah, chefiada pelo Dr Jaime Moritz Brum, com o objetivo de
caracterizar N-glicanos de pacientes com quadro clinico e bioquimico compativel com CDG.
Embora os N-glicanos de pacientes com CDG II ja tenham sido explorados (BARBOSA et al,
2019), resta ainda o estudo dos O-glicanos. A analise desses compostos combinada aos
N-glicanos tem o potencial de ser uma ferramenta de diagndstico e de caracterizagcdo dessas
patologias além de fornecer base para o estudo dos defeitos genéticos relacionados.



OBJETIVOS

O presente projeto ¢ uma continuacdo do trabalho feito no Laboratorio de Sintese e
Andlise de Biomoléculas da Universidade de Brasilia em parceria com a Rede de Hospitais
Sarah. A andlise dos N-glicanos presentes no sangue de pacientes com disturbios congénitos
de glicosilagido (CDG) (BARBOSA et al, 2019) ja foi realizada e, para dar maior
detalhamento acerca dos padrdes de glicosilagdo dessas doengas, serdo feitas as analises dos
O-glicanos. Dessa forma, espera-se encontrar novas estruturas e padrdes condizentes com a
literatura para se ter uma base para o diagnostico dessas doencgas, por meio, de uma analise
mista de N- e O-glicanos.

Para alcancar tal objetivo, serd necessaria uma analise qualitativa e quantitativa desses
compostos presentes nas amostras. Dessa maneira, serdo realizados o desenvolvimento e
aprimoramento dos métodos de extragdo, purificagdo e andlise dos O-glicanos por
espectrometria de massa. Considerando isso, o trabalho tem seus objetivos especificos
apresentados a seguir:

- Extrair e identificar O-glicanos presentes no sangue periférico de pacientes com

provavel diagnostico de CDG do tipo II;

- Buscar O-glicanos ja reportados na literatura;

- Comparar, estruturalmente, os O-glicanos presentes em pacientes sadios e doentes;

- Utilizar uma abordagem de quantificagdo relativa para a identificacdo de padrdes
alterados nas concentracdes dos O-glicanos;

- Aprimorar as técnicas de extragdo, purificacdo e analise;



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Carboidratos

Diversos processos bioldgicos, até a composi¢cdo de células, tecidos e 6rgaos, podem
ser entendidos caracterizando-se as biomoléculas que os compdem. Biomoléculas como
lipideos e carboidratos apresentam fungdes de grande importdncia para o funcionamento
correto de organismos, como por exemplo, na composi¢ao estrutural, em processos celulares
como a comunicagdo célula-célula e formagdo de intermediarios fontes de energia para outros
processos (VARKI et al, 2009).

Os carboidratos sdo compostos polihidroxilados que apresentam grupos carbonil
aldeido ou cetona, com formula geral C.(H,0),, porém com possibilidade de 4tomos como
nitrogénio, fosforo e enxofre em suas composicdes. Os carboidratos apresentam alta
densidade de informacdes bioldgicas (LAN et al, 2016) e possuem fungdes importantes e
diversas, dentre as quais estdo o crescimento, o desenvolvimento e o correto funcionamento
de organismos (VARKI et al, 2009). Em relacdo ao tamanho, existem trés classes principais:
os monossacarideos, os oligossacarideos e os polissacarideos (NELSON et al, 2013; VARKI
et al, 2009).

Monossacarideos sao as unidades fundamentais dos carboidratos. Sua cadeia principal
¢ composta por cadeia carbOnica ndo-ramificada e saturada, onde hd a presenca de uma
carbonila (C=0), que pode estar ligada a carbonos terminais, formando aldoses ou, em outra
posicdo, formando cetoses, sendo todos os outros carbonos ligados a hidroxilas (-OH)
(NELSON et al, 2013).

A partir de 4 carbonos na cadeia principal, essas moléculas tendem a apresentar, em
meio aquoso, um equilibrio entre estruturas ciclicas e lineares. Esse processo se da por meio
de uma cicliza¢do intramolecular formando um grupo hemiacetal ou hemicetal. A carbonila
do grupo aldeido ou cetona forma uma ligagdo covalente com o oxigénio de um grupo
hidroxila, resultando em uma estrutura que apresenta um carbono assimétrico adicional,
possibilitando a formagdo de dois estereoisdomeros. (NELSON et al, 2013) Abaixo, na Figura
3, areagdo de ciclizacdo do monossacarideo D-glicose esta representada.
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Figura 3 - Representacdo da reacdo de cicliza¢do intramolecular do agucar D-glicose.
Como pode ser visto, ha a formagdo de dois isdmeros que podem se interconverter, devido ao
equilibrio existente entre alcool e o hemiacetal em meio aquoso (NELSON et al, 2013).

Como ¢ apresentado na Figura 3, a hidroxila do carbono 5 da D-glicose reage com o
aldeido (carbono 1), formando dois estereoisdmeros. Os anéis de 6 membros formados sdo
chamados de piranoses. As formas isoméricas dos monossacarideos que diferem na
configurag¢do do grupo hemiacetal sao chamadas de anomeros (NELSON et al, 2013).

Os oligossacarideos ou glicanos sdo compostos formados por monossacarideos (entre
2-20 mondmeros) ligados covalentemente entre si, por meio de ligacao glicosidica, formando
blocos (NELSON et al, 2013; VARKI et al, 2009). A sintese quimica desses compostos pode
ser feita tanto por rotas sintéticas enzimaticas ou quimicas. A principal diferenca entre esses
dois tipos de reagdes reside na flexibilidade que a rota sintética quimica permite. J& as rotas
enzimaticas permitem a formagdo de ligacdes com a estereoquimica determinada. As
principais enzimas envolvidas nesse processo sdo as glicosiltransferases e as glicosidases.
Abaixo hé a representagdo da rota sintética enzimatica. (VARKI et al, 2009)
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Figura 4: Formagio da ligacdo gliscosidica entre dois monossacarideos hipotéticos. E
mostrada a sintese dos dois andomeros o e P, onde, o a ¢ formado pelo ataque do
monossacarideo a face inferior de outro e o § ¢ formado pelo ataque a face superior (VARKI
et al, 2009).

A diversidade estrutural de oligossacarideos ¢ imensa devido a possibilidade de
combinagdes entre os carbonos de cada monossacarideo (ligagdes entre os carbonos C1-C3,
C1-C4, etc) e a modificagdo de grupos hidroxila feita por fosfatos, sulfatos e acetil ésteres.
Essa diversidade estrutural e de funcdes, e as correlagdes entre elas, tém sido entendidas com
o passar do tempo pela utilizacdo de compostos sintéticos que os imitam (VARKI et al, 2009;
BERTOZZI; KIESSLING, 2001).

Oligossacarideos sdo componentes relevantes de glicoproteinas, as quais, por estarem
presentes nas superficies celulares e em secregdes, fazem com que esses compostos
desempenhem fungdes importantes na modulacdo e na mediagdo de eventos celulares,
relacionados com interagdes célula-célula e célula-meio, que estdo intimamente relacionadas
com o desenvolvimento e funcdes especificas celulares e de tecidos. Eles podem ainda agir
como mediadores em processos parasitarios e simbidticos (FONTES, 2016; VARKI et al,
2009).

As glicoproteinas apresentam, em sua estrutura, glicanos ligados a determinados
residuos de aminodcidos. Os O-glicanos sd@o formados por ligacdes glicosidicas do tipo O-,
ligados a uma serina ou treonina. Os N-glicanos sdo formados também por ligagao
glicosidica, mas ao residuo de aminoacido asparagina. As principais diferencas entre O- e
N-glicanos estdo na complexidade estrutural e nas rotas sintéticas. Normalmente, as estruturas
dos O-glicanos sdo menos complexas e menores, se comparadas com os N-glicanos (VARKI
et al, 2009).

Os O-glicanos sao usualmente formados a partir da N-acetilgalactosamina (GalNAc)
onde posteriormente podem ser adicionados grupos, como por exemplo, galactose, fucose,
N-acetilglicosamina, 4cidos sidlicos, entre outros, para formar uma diversidade imensa de
variagdes estruturais (MORELLE; MICHALSKY, 2007). Abaixo estdo representadas as
estruturas principais estendidas de O-glicanos encontradas em seres humanos (Figura 5), nas
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quais as estruturas destacadas por retingulo chamadas de core sdo estruturas precursoras. Na
Figura 6 estdo representadas a D-galactose, a N-acetilglicosamina, a D-Fucose, a
N-acetilgalactosamina e o dcido N-acetilneuraminico. Na secdo Anexos estdo apresentadas as
associacoes entre os simbolos e cada monossacarideo que foram criados para simplificar e
unificar a representacao estrutural desses compostos.
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Figura 5: Representacdo da estrutura de O-glicanos mais comumente encontradas em
humanos, sendo estes formados a partir da estrutura precursora, antigeno Tn
(N-acetilgalactosamina ligada a sequéncia de aminoéacidos Ser/Thr). Sdo chamadas de “core”
por serem as estruturas essenciais que dao origem a outras maiores. Ainda, a, € os nimeros
se referem a diversidade estrutural dessas estruturas. Sendo as letras associadas aos isomeros
e 0s numeros a posi¢ao da ligacdo entre os monossacarideos (VARKI et al, 2009). Legenda:

[] N-acetilglicosamina (GlcNac), @ Manose (Man), O Galactose (Gal), P> Fucose
(Fuc), @ Acido siglico (NeuAc), & N-acetilgalactosamina (GalNAc).
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Figura 6. Representacdo da estrutura de diferentes monossacarideos: A) D-galactose;
B) N-acetilglicosamina; C) D-Fucose; D) N-acetilgalactosamina e E) 4cido

N-acetilneuraminico.
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As estruturas “core” estdo presentes em diversas glicoproteinas encontradas no corpo
humano. Essas glicoproteinas O-glicosiladas sdo denominadas de mucinas e estdo presentes
em secregdes de mucosas e na superficie de membranas celulares. Mucinas com a presenca
das estruturas core 1 e 2 sdo muito comuns, sendo encontradas em diversos tecidos e células.
Glicoproteinas com a presenca de core 3 e 4 estdo presentes em secre¢des de alguns tecidos,
como por exemplo, tecido de colon e de glandulas salivares (VARKI et al, 2009).

Rotas biossintéticas de O-glicanos do tipo mucinas

O conhecimento das vias biossintéticas dos glicanos permite associar a incidéncia
destas moléculas em tecidos a auséncia ou presenca de determinadas enzimas. O processo de
formagdo de mucinas se inicia pela adi¢do do grupo O-GalNAc ao residuo de Ser ou Thr da
glicoproteina, com a utilizacdo de UDP-GalNAc para a transferéncia do agucar e a enzima
Polipeptideo N-acetilgalactosaminatransferase (ppGalNacT) para catalisar a reacao, formando
a estrutura chamada de antigeno Tn. Com a posterior adi¢ao de galactose por meio da Core 1
B1-3 galactosiltransferase (C1GalT-1), ocorre a formagdo do core 1 ou antigeno T. A partir
disso, pode ser feita a ramificacdo dessa estrutura, formando a estrutura core 2 por intermédio
da enzima B1-6 N-acetilglicosaminatransferase (C2GnT) (VARKI et al, 2009).

Ainda, a partir da estrutura antigeno Tn, a sintese das estruturas core 3 e 4 pode ser
realizada a partir da reacdo catalisada pela enzima B1-3 N-acetilglicosaminatransferase
(C3GnT; Tabela 1), a adi¢ao de uma GlcNAc ao antigeno Tn forma o core 3. Posteriormente,
outra adicdo de uma GIcNAc pode ser realizada, por meio da enzima I1-6
N-acetilglicosaminatransferase (C2GnT-2, Tabela 1), formando uma estrutura ramificada
chamada de core 4 (VARKI et al, 2009).

Abaixo ¢ apresentada uma tabela com as enzimas utilizadas no processo de adi¢do de
diversos agucares na formagao das mucinas. Também sdo apresentadas duas figuras (Figuras
7 e 8) que demonstram esquematicamente as rotas sintéticas de algumas estruturas de
oligossacarideos, sintetizados a partir das estruturas primarias core 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1: Glicosiltransferases envolvidas nos processos de sintese das mucinas.
(VARKI et al, 2009)

Enzima Abreviacao
Polipeptideo ppGalNacT-1 a -24
N-acetilgalactosaminatransferase
Core 1 B1-3 galactosiltransferase C1GalT-1 ou T sintase
Core 2 B1-6 N-acetilglicosaminatransferase C2GnT-1, C2GnT-3
Core 3 B1-3 N-acetilglicosaminatransferase C3GnT-1
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Core 2/4 B1-6 C2GnT-2
N-acetilglicosaminatransferase

Elongagdo B1-3 elongagao B3GnT-1 a -8
N-acetilglicosaminatransferase

Core 1 02-3 sialiltransferase ST3Gal I, ST3Gal IV

02-6 sialiltransferase ST6GalNAc I, I1, III ou IV

Core 1 3-O-sulfotransferase Gal3ST4

Gene Secretor al-2 fucosiltransferase FucT-I, FucT-II
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Figura 7: Biossintese das estruturas core 1 e 2 e suas rotas biossintéticas para extensao
das estruturas. As enzimas utilizadas em cada etapa e o nucleotideo fosfatado que serve para
formar um bom grupo de saida no monossacarideo estdo indicadas em cada etapa (VARKI et

al, 2009). Legenda: & N-acetilglicosamina (GlcNac), O Galactose (Gal), € Acido
sidlico (NeuAc), = N-acetilgalactosamina (GalNAc).
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das estruturas (VARKI et al, 2009). Legenda: [] N-acetilglicosamina (GlcNac), O
Galactose (Gal), @ Acido sialico (NeuAc), & N-acetilgalactosamina (GalNAc).

Como apresentado, varias enzimas competem pelo mesmo substrato ao longo do
processo de glicosilagdo, mas ndo somente isso, a adi¢do de determinados agucares pode
impedir que estruturas estendidas possam ser formadas. Na Figura 7, a adig¢do antecipada de
acido sidlico a estrutura antigeno Tn ou T, impede a continuagdo da sintese de estruturas
maiores. Na estrutura de core 1, se a GIcNAc for adicionada diretamente a galactose, sem a
formagdo da estrutura ramificada, o processo de formacdao de core 2 ¢ interrompido. Da
mesma forma, para a estrutura de core 3, se for adicionado um 4cido sialico, ndo € possivel
fazer a sintese da core 4. Na mesma medida que, se a extensdo da estrutura de core 3 for feita
antes da formagdo da ramifica¢do que dé origem a core 4, o processo € interrompido (VARKI
et al, 2009). Diversos processos biologicos como inflamagoes, leucemia (VARKI et al, 2009),
outros tipos de cancer (LAN et al, 2016), Alzheimer (SCHERPENZEEL et al, 2016) e varias
doencas genéticas, dentre elas os distirbios congénitos de glicosilagdo (CDG - Congenital
disorders of glycosylation), apresentam padrdes de O-glicosilagdo compativeis com essas
interrupgdes (JAEKEN et al, 2010).

Distirbios Congénitos de Glicosilacdo (CDG)

As sindromes glicoprotéicas de deficiéncia de carboidratos eram conhecidas por
defeitos na sintese de N-glicanos. Atualmente, esses distirbios sdo chamados de CDG e sao
definidos como tipos especificos de doengas que tém relagao direta com erros nos processos
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de glicosilagdo, sendo causados por defeitos em determinados genes (VARKI et al, 2009).
Hoje, elas ndo sdo so associadas a erros encontrados na sintese de N-glicanos, mas também a
quatro principais erros em processos bioldgicos, sdo eles: defeitos na sintese da ligagdo N- e
O-glicosidica de carboidratos a peptideos, erros diversos em vias sintéticas no processo de
glicosilagdo, defeitos em etapas no processo de sintese de glicolipideos e erros no processo de
ancoragem glicosilfosfatidilinositol (GPI) de glicosilagao (XIA et al, 2013).

Desde a primeira descoberta e o diagnostico clinico, em 1980, a quantidade de novas
doencas congénitas tem crescido consideravelmente. Foram descobertos, aproximadamente,
45 tipos até¢ 2010 (JAEKEN et al, 2010). Até 2013, foram descritos 19 defeitos nos processos
de N-glicosilagdo, 17 em O-glicosilagdo e 21 outras glicosilagdes, incluindo defeitos mistos
de N- e O-glicanos (SCHERPENZEEL et al, 2016).

Dentre as formas de diagnosticar essas doencas, a andlise dos sintomas clinicos
apresentados pelos pacientes ¢ empregada. Os seguintes sintomas estdo associados a CDG:
deficiéncia intelectual, convulsdes, distrofia muscular, displasia do esqueleto, caracteristicas
dismorficas, retardo de crescimento, anormalidades hematoldgicas e enddcrinas. Além desses
sintomas também ¢ citado por Y. WADA, 2006, ¢ VARKI, 2009, que os CDG sio doencas
com uma diversidade de efeitos que afetam inumeros 6rgaos e sistemas, alguns exemplos sdo
o desenvolvimento cerebral, sistema gastrointestinal, hepatico, visual, sistema imune, entre
diversos outros.

Entretanto, essa alta variabilidade das expressoes fisicas dos CDG torna o diagnostico
correto delas um desafio. O primeiro paciente a ser diagnosticado com essa doenga, em 1980,
apresentava sintomas como desenvolvimento incompleto do cérebro, defeitos no processo de
coagulacdo, problemas visuais, entre outros. Esses sintomas clinicos sdo apresentados por
diversos distirbios metabolicos, como as doengas mitocondriais (VARKI et al, 2009).

Uma forma de contornar esse problema ¢ por meio da identificagdo de padrdes
anormais de glicosilagdo, utilizando técnicas como focalizagdo isoelétrica (IEF - Isoelectric
Focusing) de proteinas, cromatografia de troca i0nica e espectrometria de massa (VARKI et
al, 2009). Sao analisadas glicoproteinas-padrdo com a presenca de sialilagdo em estruturas
primarias (sialilacdo da estrutura antigeno Tn ou antigeno T) no soro de pacientes. Dentre
essas glicoproteinas, as transferrinas sdo analisadas para N-glicanos e as proteinas ApoCIII
para os O-glicanos (VARKI et al, 2009).

Essas desordens sao divididas em duas classes, os CDG tipo I e II. O CDG do tipo I ¢
identificado pela falta de 4cido sidlico (pelo método de IEF, esse residuo concede carga
negativa a transferrina, permitindo a identificagdo de estruturas com 4cido sialico), devido a
defeitos em enzimas que catalisam o processo de ligacdo entre o agucar € a proteina no
motivo Asn-X-Ser/Thr. J& para o CDG do tipo II, os sitios de glicosilacdo da proteina
referéncia estdo ocupados, mas os glicanos acoplados apresentam alteragdes estruturais (ABU
BAKAR et al, 2018). Em termos celulares, a tipo I trata de defeitos em processos de
glicosilagdo que ocorrem no citoplasma e no reticulo endoplasmatico, ja a tipo II esta
relacionado com erros nas etapas que ocorrem no complexo de Golgi (VARKI et al, 2009;
SCOTT et al, 2014).
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No artigo de SCOTT et al, 2014, sdo citadas estruturas de N- e O-glicanos que estio
relacionadas com a expressdo dessas doengas, que podem ser utilizadas como possiveis
biomarcadores para diagnoéstico.

No trabalho de ALBAHRI et al, 2006, um paciente foi acompanhado, sendo analisado
o seu sangue. Foi percebido durante o tempo de duragdo do trabalho, alteragdes na
glicosilacdo de N- e O- glicanos.

Sdo citados por SCOTT et al, 2014, diversos erros, dentre os quais, problemas no
transporte de carboidratos, defeitos na sintese de ligacdes entre compostos intermediarios
essenciais e os glicanos, sintese de moléculas usadas em processos no reticulo
endoplasmatico ou no complexo de Golgi, sinalizacdo, ligacao de carboidratos a proteinas ou
erros na secre¢ao nas etapas.

No trabalho de WOPEREIS et al, 2003, o primeiro erro encontrado no processo de
sintese da estrutura core 1 de mucinas de O-glicanos ¢ descrito. Além disso, também foi
associado a um tipo de CDG misto que afeta tanto as etapas de glicosilacdo de O- e N-
glicanos, sendo o segundo tipo de CDG mista.

Espectrometria de Massa

Uma das formas de se obter informacdes que podem ser utilizadas para diagnosticar
pessoas acometidas por CDG ¢ mediante a utilizagdo da espectrometria de massa para a
caracterizagdo dos glicanos livres. Esse ¢ um método utilizado para analise de uma variedade
de compostos. Recentemente, esse tipo de analise ganhou grande importancia, devido a sua
capacidade de elucidacdo estrutural, que ajudou no entendimento da diversidade estrutural
dos carboidratos, além de ser uma ferramenta sofisticada, precisa e rapida (LEBRILLA;
ANN, 2009; GROSS, 2017).

Essa técnica parte de trés pilares principais, sendo eles a ionizacdo do analito,
separa¢do e deteccdo dos ions. Abaixo € apresentado um esquema dos principais aspectos que
constituem a técnica de espectrometria de massa.
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Aspectos téchicos:

Introdugdo da amostra;
- |  Técnicas de ionizagio; [ B
Fundamentos: Acoplamento de métodos de Interpretagdo de espectros:
Processos de ionizagao; separacdo Vias de Fragmentagéo;,
Termoguimica de ions; lons caracteristicos;
Energia interna de ions; Regras e Ferramentas;
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Figura 9: Os diversos aspectos da espectrometria de massa, fluxograma retirado do
livro do J. H. GROSS, 2017. Nele, sdo mostrados os principais aspectos e ideias relacionados
com o método de analise por espectrometria de massa.

De forma sucinta, o equipamento utilizado nessa técnica necessita da presenga de uma
fonte de ions, um analisador de massa e um detector. Existem diversos tipos de ionizag¢ao para
MS, dentre eles a ionizagdo por impacto de elétrons, ioniza¢do quimica, campo de ionizagao,
entre outros, sendo que as propriedades fisico-quimicas dos analitos sdo determinantes para o
melhor tipo de ionizagdo. Para os glicanos, os métodos que apresentam melhores resultados
sdo o MALDI e o ESI (GROSS, 2017).

O método de MALDI nio sera aprofundado neste trabalho, pois a técnica utilizada
serda a de ionizacdo por ESI. Esse método de ionizacdo surgiu antes de outros conhecidos
como APl (Atmospheric Pressure Ionization), TSP (Thermospray) e EHI
(Electrohydrodynamic Ionization). No ESI (Electrospray Ionization - Ionizagdo por
eletrospray), goticulas eletricamente carregadas de tamanho de micrometros sao produzidas.
A formagdo dessas goticulas é feita em um tubo capilar que é submetido a uma diferenga de
potencial. Essas goticulas sdo entdo expandidas no vidcuo em velocidade supersdnica e sdo
desintegradas durante o processo de evaporagdo de solvente, fazendo a densidade elétrica
aumentar consideravelmente. Ocorrem processos repetidos de encolhimento e desintegracao
de goticulas, sendo o aerossol formado passado continuamente por um analisador de massas
(GROSS, 2017). Abaixo na Figura 10, ha a representacdo esquemadtica dos componentes
encontrados.
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Figura 10: Representacdo esquematica dos equipamentos de um espectrometro de
massa que utiliza o processo de ESI para ionizagdo. Figura retirada do livro do J. H. GROSS,
2017.

O processo de formagdo do spray ¢ complexo, entretanto, de forma resumida, quando
ocorre a saida da amostra do capilar eletricamente carregado, as moléculas presentes saem
com um alto potencial elétrico em direcdo a um eletrodo. O potencial elétrico a que o capilar
¢ submetido ¢ muito menor que o potencial no qual o espaco entre a saida do capilar ¢ o
eletrodo estd submetido (capilar: ~3-4, na regido entre o capilar e o eletrodo). Dessa forma,
ocorre uma intensa separacdo de cargas, fazendo a formag¢dao de um cone na superficie do
menisco, chamado de cone de Taylor. Esse fenomeno ocorre devido a exposicdo a um
potencial elétrico muito forte, que faz com que as superficies das goticulas se tornem
levemente ovais. Finalmente, um potencial limiar ¢ atingido fazendo a forma¢ao de um fino
jato em diregdo ao eletrodo (GROSS, 2017). Na Figura 11, o processo de formacgdo do cone
de Taylor ¢ mostrado.
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Figura 11: Representagdo esquematica do processo de formagao do cone de Taylor.
Figura retirada do livro do J. H. GROSS.
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Um dos principais analisadores de massa ¢ o tempo de voo (TOF). Esse analisador
parte do principio de associacdo entre a razdo massa/carga de um composto e sua velocidade
apos aplicagdo de um campo elétrico. Essa velocidade ¢ dada por uma diferenca de potencial
aplicada a uma regiao livre de campo de tamanho conhecido. Dentro dessa regido, os ions sao
liberados da fonte a0 mesmo tempo ou em um intervalo pequeno de tempo, sendo assim, os
que apresentam menor relagdo m/z percorrem a distdncia em menor intervalo de tempo que os
compostos que apresentam maior m/z, obtendo-se uma relacdo entre massa e carga (m/z)
(GROSS, 2017).

Outro analisador de massa de grande relevancia ¢ o quadrupolo. Este ¢ constituido por
placas que geram campos eletromagnéticos que permitem a selecdo de ions especificos. Em
um equipamento do tipo triplo quadrupolo (acoplamento de mais de um analisador em série),
ocorre a selecdo, em duas etapas, de ions especificos a serem analisados. Os ions selecionados
pelo primeiro quadrupolo sdo entdo selecionados de novo para serem fragmentados e assim
ter maior capacidade de elucidacao da estrutura dos componentes (GROSS, 2017).

Para fazer a andlise de amostras complexas (mistura de diversos compostos) ¢
importante o acoplamento de técnicas de separacao de analitos como a cromatografia liquida.
Esse método ¢ utilizado para fazer a separacdo dos componentes de uma mistura, partindo do
principio de equilibrio entre adsor¢do e dessor¢ao entre uma fase gasosa ou liquida e uma fase
estacionaria (GROSS, 2017).

Espectrometria de Massa para Analise de O-glicanos

FAID et al, 2007, analisou o padrdo de O-glicanos em sangue de pacientes controle e
pacientes com CDG tipo II por espectrometria de massa. Foram identificadas cinco estruturas
principais com os respectivos valores de m/z: 534, 895, 1256, 1344 ¢ 1706.

Um dos pacientes apresentava CDG tipo Ila e seus espectros ndo apresentaram
mudangas significativas nas concentracdes de O-glicanos. Para os pacientes com um CDG
tipo II mais leve, foi concluido que os O-glicanos com m/z 534 (Hex1HexNAcitol) e 1256
(NeuSAc2Hex1HexNAcitol) estavam presentes em concentracdes alteradas. Como a estrutura
de m/z 1256 ¢ uma extensao da estrutura de m/z 534, uma concentragao reduzida do m/z 1256
determina, por consequéncia, concentracdo elevada do m/z 534 (FAID et al, 2007). Esses
resultados foram obtidos comparando com 20 pacientes saudaveis. Nas figuras abaixo, sdo
apresentados os espectros que confirmam as conclusdes apresentadas acima.

20



G wa *
O..
*- O):l * OB
L elon elou
895 .
100
" *
% TO
E %0
‘S o0 . 2792
E 0 [j)] 1256
- 30
" a0f 534 1344 2 2505 7T
10{/ y 1?ua / 040 3603 |
o L% § .
500 1200 1900 4000

w
3

%
BD
(]
S e . |>:|
w
B9 1256
g
£ 30 O)]
21 534 1344 1982 2156
10{/ / 1706 / 2792
] L. L l. Ln_ o L.
500 1200 1900 2600 3300 4000

c 100 895 i i j:'
20
B0 *- elon

%% Intensidade
£ &82832

534 2792
o7 l1344 1706 % 2605 3416 3603
L / 2227 3777
3OV WA Vvad YN v
500 1200 1900 2600 3300 4000
m/z

Figura 12. Perfil de O-glicanos em sangue de pacientes acometidos por CDG
determinado por espectrometria de massa. A) Espectro de MALDI/TOF de O-glicanos
plasmaticos para pacientes saudaveis. B) Espectro de MALDI/TOF para pacientes que
apresentavam CDG tipo Ila. C) Espectro para pacientes que apresentavam uma forma de
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CDG leve. Foram identificadas 5 estruturas de O-glicanos e apenas alteragdes no paciente
com o CDG leve. As alteracdes estavam relacionadas as concentragdes das estruturas 1256 e

534 (FAID et al, 2007). Legenda: B N-acetilglicosamina (GlcNac), O Galactose (Gal),
@ Acido sialico (NeuAc), I N-acetilgalactosamina (GalNAc).

XIA et al, 2013, também realizou andlises de O-glicanos para CDG tipo II. Foram
identificadas 5 estruturas principais, sendo elas: m/z 534 (antigeno T), 895 (antigeno ST),
1256 (antigeno T disialilado), 1344 (estrutura core 2 monosialilada) e 1795 (core 2
disialilada). Na Figura 13, sdo apresentados A) o espectro obtido a partir do soro de pacientes
controle e B) uma relagdo da concentragdo entre quatro estruturas de O-glicanos de pacientes
saudaveis e que apresentavam CDG tipo II. Como pode ser visto, segundo o artigo, ha
alteragdes nas concentragdes de antigeno ST e de antigeno T disialilado.
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Figura 13. A) Espectro do sangue de pacientes controle feito por MALDI-TOF MS.
B) Relagdo entre concentragdo de determinados O-glicanos e a distribuicdo de pacientes
controles e que apresentavam CDG. COG ¢ um complexo de membrana proteica que atua
como um fator de fixagdo de processos do complexo de Golgi (SMITH et al, 2008) e estdo
alteradas devido a defeitos em O-glicanos. Foram encontradas alteragdes nas concentragoes

das estruturas de antigeno T mono e dissialiladas (XIA et al, 2013). Legenda: ]

N-acetilglicosamina (GlcNac), O Galactose (Gal), @€ Acido sialico (NeuAc), =
N-acetilgalactosamina (GalNAc).

A estrutura antigeno T nao apresentou um bom sinal nos espectros de massa, por
causa da baixa abundancia e dos efeitos de interferéncia de matriz. Dessa maneira, foi
realizada a andlise das mesmas amostras, utilizando o acoplamento de LC-MS/MS, que
permite uma quantificagdo com maior sensibilidade, devido a cromatografia permitir uma
melhor separacdo dos compostos da amostra (XIA et al, 2013).

A Figura 14 apresenta os sinais, assim como 0s espectros de massa, obtidos pelo
método de monitoramento multiplo de reagdes (Multiple Reaction Monitoring - MRM) para o
antigeno T e o antigeno ST, o qual permitiu a andlise com maior sensibilidade e seletividade
(XIA et al, 2013). Essa técnica permite uma andlise simultanea de ions e seus produtos de
fragmentagdo (KITTERINGHAM et al, 2009). E apresentado o padrio de fragmentagdo do
antigeno T e do antigeno ST.
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Figura 14. A) Cromatograma do experimento de MRM dos ions 534 e 895,
correspondente aos antigenos T e ST, respectivamente. B) Espectros obtidos das
fragmentagdes das estruturas antigeno T e antigeno ST. Onde Z1, B2, Y1, referem-se a cada
ion formado pela clivagem do acucar (detalhes acerca das clivagens sdo apresentadas na

seccdo metodologia) (XIA et al, 2013). Legenda: O Galactose (Gal), @ Acido sialico
(NeuAc), L] N-acetilgalactosamina (GalNAc).

Para obter melhor quantificacdo, a razdo entre as concentracdes de antigeno
T/antigeno ST foi calculada. De forma geral, os pacientes que possuiam CDG apresentaram a
concentragdo de antigeno T elevada e de antigeno ST reduzida. Ainda, foi concluido que a
presenca de O-glicanos com sialilagdo em estruturas primdrias, como por exemplo, antigeno
ST, e a possivel deficiéncia em diversas glicosiltransferases do complexo Golgi levam a
evidéncia de um tipo misto de CDG tipo I e tipo II (XIA et al, 2013).

No trabalho de WADA et al, 2016, foi realizada a andlise da glicoproteina APOCIII
que apresenta 79 residuos de aminodcido e uma estrutura de O-glicano core 1 na Thr de
posicdo 74 e ndo apresenta nenhum N-glicano em sua estrutura (WADA et al, 2016). A
glicoproteina intacta foi analisada, ao invés do O-glicano livre. Foi encontrada reduzida taxa
de sialilagdao, como pode ser observado nos espectros da Figura 15. Como as outras estruturas
sialiladas estdo em concentragdes aproximadamente normais € o gene associado a este tipo de
CDG nao tem relagdo direta com a sintese de O-glicanos, sendo assim, a alteracdo no
processo de glicosilagdao ¢ um efeito secundario originado pelos defeitos genéticos (WADA et
al, 2016)
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Figura 15. Andlise das estruturas de O-glicanos isolados da proteina APOCIII em
pacientes com CDG. A) Espectro do padrao da glicoproteina APOCIII para pacientes
controle; B e C) Pacientes que apresentaram CDG tipo Ila. Como pode ser visto, a estrutura
dissialilada estd em concentragdes alteradas, entretanto as outras estruturas de O-glicanos nao
apresentaram alteragdes significativas, o que determinou que o defeito ndo estava associado a

sintese de O-glicanos diretamente. (WADA et al, 2016) Legenda: [] N-acetilglicosamina

(GlcNac), O Galactose (Gal), @ Acido sialico (NeuAc), [ N-acetilgalactosamina
(GalNAc).
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METODOLOGIA

Para a realizacdo da andlise dos glicanos livres por espectrometria de massa, foi
necessario que eles fossem liberados das glicoproteinas. Dessa forma, o método utilizado ¢
apresentado abaixo, onde tem a representagdo das etapas que foram tomadas para a
preparacdo das amostras que foram analisadas.

Pem'deo.sm_gl'quem'deoy | O-glicanos livres | O-glicanos permetilados p-| Andlise por MS
Glicoproteinas
(1) Eliminagdo Redutiva (1) Permetilagao (1) Acetato de s6dio em
(2) Dowex Beads 50 x 8 (2) Sep Pak C18 mentanol e &cido

2-dihidroxibenzdico em
acetona

Figura 16: Estratégia metodologica adaptada e resumida para determinag¢do da
estrutura de O-glicanos por espectrometria de massa (MORELLE; MICHALSKI et al, 2007).

Como ¢ mostrado na Figura 16, na primeira etapa, foi realizada uma extragdo para que
os glicanos fossem liberados das proteinas, a partir da quebra das ligagcdes O-glicosidicas
entre os aclcares € os aminoacidos. Posteriormente, foi realizada uma etapa de permetilagao
dos glicanos. Etapas de purificacao foram realizadas ao final de cada processo. Os O-glicanos
isolados foram analisados por LC-MS/MS utilizando uma coluna de fase reversa C18 em um
equipamento de espectrometria de massa composto por um quadrupolo acoplado a um TOF
(QTOF). Abaixo as etapas de todos os processos sao apresentadas de forma detalhada.

1. Pacientes.

Foi feita a extragdo dos O-glicanos a partir do sangue periférico de 5 pacientes com
CDG tipo II, diagnosticados por analise de transferrina por focalizagdo isoelétrica (IEF) e
sequenciamento genético, com idade entre 1 e 13 anos. Como controle, o sangue periférico
extraido de 5 pacientes normais, da Rede Sarah de Hospitais, foi utilizado. Os pacientes do
grupo controle tinham idade entre 1 ¢ 13 anos, sendo que estes ndo apresentaram sintomas ou
testes laboratoriais compativeis com CDG, além de terem padrao de glicosilagdo normal de
transferrina. Um pool de plasma foi obtido pela mistura de todos os pacientes controle para se
obter a variabilidade das concentragdes dos O-glicanos dentro da populacdo das amostras
normais.

2. Extragdo, Purificagdo e Analises dos O-glicanos.

Para a purificacdo dos glicanos (O-glicanos) foram utilizados os procedimentos
descritos pelo trabalho de (MORELLE; MICHALSKY, 2007), no qual, ele utilizou o
procedimento descrito abaixo:

Primeiramente, foi colhida uma aliquota de 200 ul do plasma, onde estavam presentes
as proteinas. Como elas estavam congeladas, foi necessario esperar elas descongelarem a
temperatura ambiente. Em um eppendorf foi preparada uma solugdo estoque de 1 ml de
NaOH na concentragdo 0,4 M e foram pesados 1,6 mmol de NaBH, em outro eppendorf
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para cada amostra a ser extraida. Foram adicionados 200 pul da solucdo de NaOH ao
eppendorf com NaBH,. Com as amostras descongeladas, cada aliquota do plasma foi
agitada com o auxilio de um vortex e adicionada a um eppendorf que continha a solug¢do de
NaOH ¢ NaBH . Tendo-se no final uma mistura de 400 pl contendo o plasma, NaOH (200
mM) e NaBH , (4M).

As amostras entdo foram submetidas as condi¢des apresentadas a seguir. Estas foram
necessarias para que ocorresse a reagao de Beta-Eliminagao. Condigdes: temperatura de 45°C
por 8 horas. O mecanismo de reag@o para a eliminagao redutiva ¢ mostrado na figura a seguir.

Tz T
R H:0
HN : . HN
CH Cl:l | P NaQH 200 mM CH?O |
‘ =0 NaBH; 4 M ﬁ
o b T‘I 45°C por 8 horas {
0—CHz —C—— —_— - —CHz3-C
7 ly oif /’D |
R NHCOCH;: T“ > R NHCOCH; ’i“ i
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CHzOH o i
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H—C——NHCOCH, H— -:|: — NHCOCH; CH;0
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o
HO e (e [ HO = —
¢ R’ NHCOCH;
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Figura 17: Etapas da reagdo de eliminagdo redutiva dos O-glicanos. Onde, Re R, sdo
monossacarideos € R,e R;sdo as cadeias de aminoacido da proteina (MORELLE;
MICHALSKI et al, 2007).

Apo6s o final do tempo da reacdo, esta foi interrompida com a utilizagdo de acido
acético concentrado, aproximadamente 4 gotas, sob banho de gelo, cuidadosamente, para
evitar a perda de amostra com o transbordamento do conteudo do recipiente, pois ocorre
grande liberacdo de gas com a adicdo do acido acético nesse processo. Para reduzir o
borbulhamento, foi adicionado acido acético 5% em metanol em gotas com a utilizagdo de
uma pipeta de pasteur.

Terminada a extracdo, os O-glicanos apresentavam-se livres na solugdo e, dessa
forma, seguiu-se para a proxima etapa do processo, que foi a purificacdo dos O-glicanos por
Dowex Beads (50 x 8, H',50-100) . Estas sdo constituidas por uma matriz em gel de

estireno-divinilbenzeno e matriz de grupos ativos de acido sulfonico, e antes de serem
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utilizadas, necessitavam de um tratamento para a limpeza e ambientacdo. Isso foi feito por
duas lavagens de 15 ml de NaOH com concentragdo 3 M por 30 minutos cada a temperatura
ambiente e lavagens com 4gua até a dgua da lavagem ter pH de aproximadamente 7. Depois,
foram feitas duas lavagens com 15 ml de HCI com concentragao 3 M por 30 minutos cada a
temperatura ambiente e lavagens com agua até se obter o pH igual a 7. Por ultimo, foram
feitas 3 lavagens com acido acético a 5% em agua, cada lavagem de 20 ml. e para estocar o
material, foi utilizado acido acético a 5%.

O processo de purificagdo foi realizado, primeiramente, com a colocagdo de 2 ml das
Dowex Beads tratadas em uma pipeta Pasteur. Apds, a coluna foi lavada com 5 fragdes de 2
ml cada (totalizando 10 ml) de 4cido acético a 5% em agua. A amostra foi colocada na coluna
e eluida com 4 ml de 4cido acético 5%. Foram coletadas duas fragdes dos O-glicanos
purificados, cada uma com 2 ml. Esse processo permitiu a remo¢ao de compostos catidnicos
(sais de sodio, peptideos e aminodcidos), pois esse processo parte do principio da
cromatografia de troca i6nica. Apds essa purificagdo, os glicanos foram secos e congelados a
-20°C.

Com a amostra seca, foi feita a remog¢ao dos sais de borato. Foram feitas repetidas
evaporagdes de metanol contendo 5% de acido acético (5x500 pl), sob fluxo de argdnio.
Foram adicionados 500 pul de DMSO as amostras as quais foram transferidas para um tubo de
vidro contendo 25 mg de NaOH para manter o meio bésico. Posteriormente, foram
adicionados 300 pl de Iodometano sob fluxo de argonio. Os tubos foram tampados
rapidamente (antes do frasco de iodometano ser fechado, deve ser colocado argbnio dentro do
frasco para evitar degradagdo do reagente) e foram deixadas em banho de ultrassom por 90
minutos.

Ap0s esse tempo, a reagdo foi interrompida com a adigdo de 1 ml de acido acético 5%
em banho de gelo. Foram utilizados 600 pl de cloroférmio para a realizagao de uma extracao,
sendo a fase aquosa lavada de novo e a fase inferior (cloroférmio) colocada em outro tubo de
vidro. Esse processo foi repetido mais duas vezes, colocando-se a fase de cloroférmio em um
mesmo tubo. Em seguida, a fase de cloroféormio foi lavada 8 vezes com 4gua deionizada
(aproximadamente 1,8 ml em cada lavagem) em banho de gelo, fazendo o descarte da fase
superior (aquosa). A fase de cloroféormio foi entdao secada sob fluxo de argonio.

Ap6s o fim do processo anterior, os O-glicanos foram submetidos a uma coluna
Sep-Pak C18, que foi condicionada com 5 ml de metanol e 10 ml de agua deionizada. A
amostra foi adicionada a coluna e foi eluida com a adi¢do de 15 ml de agua deionizada, 2 ml
de acetonitrila 10% e 3 ml de acetonitrila 80%. As duas ultimas fracdes de acetonitrila 80%
foram coletadas em duas amostras de 1,5 ml. Apos esse processo, as aliquotas foram secas a
-20 °C e congeladas. Abaixo ¢ mostrado um fluxograma para o processo de permetilacao.
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Figura 18: No fluxograma acima sdo apresentadas as formas como cada amostra sera
tratada para se ter diferencia¢do entre as estruturas das amostras de pool e dos pacientes
doentes e controles, permitindo assim a utilizacdo da estratégia SIL (Marcador isotdpico
estavel - Stable isotope labelling) (RUHAAK et al, 2010).

Para a execugdo de uma estratégia SIL, foi necessaria a utilizagdo de iodometano
deuterado e iodometano normal para se calcular a abundéncia relativa dos glicanos em cada
amostra. Essa estratégia permite a validacdo das andlises por meio da criagdo de uma faixa de
variancia dentro da populagdo de pacientes controles, para se determinar assim a faixa
considerada alterada dentro dos pacientes controles. Assim, ¢ possivel uma analise mais
sensivel e detalhada para os compostos que estdo em baixas concentragdes nas amostras
(RUHAAK et al, 2010). A amostra do pool foi permetilada com iodometano deuterado e as
amostras dos pacientes controles e pacientes doentes com iodometano normal. Dessa forma,
foi preparada uma amostra de pool para cada amostra de paciente doente e para cada amostra
de paciente normal analisada. Totalizando cinco amostras de pacientes doentes, cinco
amostras de pacientes normais e, portanto, 10 amostras do pool.

Com o fim da permetilagdo e purificacdo dos O-glicanos, as amostras estavam prontas
para serem analisadas por espectrometria de massa. As analises foram feitas em um
cromatografo liquido equipado com uma coluna Kinetex C18 acoplado a um espectrometro
de massa TripleTof 5600+ (AB Sciex), com a utilizacdo de H,O Milli-Q contendo 0,1% de
acido formico (solvente A) e metanol contendo acido férmico 0,1% (solvente B). A amostra
foi eluida a partir de um gradiente linear do solvente B de 30 a 95% por 10 minutos com o
fluxo de 0,2 ml/min.

As amostras foram dissolvidas com 40 pl de metanol e foram adicionados 4 pl de
acetato de sodio. Posteriormente, foram agitadas e colocadas em uma centrifuga. As mesmas
foram entdo passadas para um pequeno tubo de vidro de, aproximadamente, 50 pl inserido
dentro de um insert em vidro para utilizagdo no espectrometro de massa.

O espectrometro foi ajustado para modo positivo utilizando o modo IDA (Information
Dependent Acquisition), o qual permitiu a aquisi¢do de espectros de MS/MS dos ions de
acordo com parametros pré-estabelecidos. Os espectros em modo MS foram adquiridos com
um range de massa de 500 a 2000 m/z. Os espectros de fragmentagao (MS/MS) gerados foram
analisados utilizando o software livre GRITS Toolbox (WEATHERLY et al, 2019).
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As analises foram interpretadas no software GRITS (v. 1.2.3). Neste foi feita a busca e
anotacdo dos espectros de fragmentacdo gerados. Para que essas andlises fossem realizadas,
foi necessario que alguns pardmetros fossem utilizados. Esses parametros foram a busca por
O-glicanos permetilados com extremidade livre reduzida a partir do banco de dados padrao
do software, contendo 217 estruturas e o maximo de trés clivagens possiveis por
fragmentagdo (ions B, C, Y e Z) e uma clivagem interna por residuo (ions A e X); busca por
adutos de sodio com maximo de 4 cargas, acuracia de massa minima de 5 ppm; ions
fragmentos com intensidade minima superior a 5% do pico base. Com o auxilio do software
GlycoWorkBench (CERONI et al, 2008), as massas das estruturas permetiladas com 1, 2 ¢ 3
atomos de sodios, e permetiladas com iodometano deuterado com a mesma quantidade de Na
([M + Na]+, [M + 2 Na]2+, [M + 3 Na]3+) foram obtidas e reunidas no banco de dados. Foi
feita também, em casos especificos, a interpretacio manual dos espectros de MS/MS dos
glicanos, seguindo o padrdo de fragmentagdo para glicanos, conforme demonstrado na Figura
19.

1,5
=X
e

*
D.2A1

*
25 A, By C,

Figura 19: Padrao de clivagem para os glicanos em andlise de MS/MS. As clivagens
A, B, C conservam a carga da estrutura no terminal ndo-redutivo. Ja as clivagens X, Y, Z
geram uma carga no terminal redutivo da fragmentacdo. Além disso, as clivagens A, X
ocorrem dentro dos aneis e as clivagens B, C e Y, Z sdo clivagens nas ligacdes glicosidicas
entre os monossacarideos. A estrutura R se refere ao monossacarideo na sua forma reduzida
(MORELLE et al, 2007).

31



RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo, derivatizacdo e andlise de O-glicanos depende de uma complexa e
laboriosa metodologia, conforme apresentado na secdo material ¢ métodos. Foram inumeras
as dificuldades encontradas durante o processamento de amostras e a aquisi¢do de dados, as
quais incluem ainda a inoperancia do Espectrometro de Massa do Instituto de Quimica
durante um longo periodo, o que fez com que as amostras ficassem guardadas sem um
controle efetivo de eventuais processos de degradagdo quimica. Assim, embora o trabalho
objetivasse primariamente a quantificagdo dos O-glicanos em 5 controles e 5 pacientes
doentes, foi observada uma variancia significativa nos dados quantitativos obtidos (ndo
mostrados), o que indica que ainda sdo necessarias otimizagdes metodologicas em todo o
processo de extragdo e analise destas moléculas. Desta maneira, o trabalho assumiu um foco
na andlise qualitativa de O-glicanos, buscando a descricdo das espécies presentes em 3
pacientes com CDG e 1 controle. Destes 3 pacientes, 2 tiveram diagnéstico prévio compativel
com CDG-ATP6VOA2 (chamados neste de trabalho de CDG 2 e 3), conforme publicado pelo
nosso grupo (BARBOSA et al, 2019).

Para o entendimento dos resultados apresentados a seguir, faz-se necessaria a
utilizagdo da Tabela 2.

Tabela 2: Simbolos e massas dos fragmentos de monossacarideos normais e
metilados. (MORELLE et al, 2007)

Massa Massa
Tipo de acticar Simbolos Monossacarideo Abreviacdo | acurada do | acurada do
residuo residuo
permetilado
B N-acetilgalactosamina GalNAc 203,0794 245,1263
N-Acetil
hexosamina u N-acetilglicosamina GlcNAc 203,0794 | 245,1263
i) Manose Man 162,0528 204,0998
@ Glicose Glc 162,0528 204,0998
Hexose
O Galactose Gal 162,0528 204,0998
Desoxihexose ‘ Fucose Fuc 146,0579 174,0892
Pentose .ﬁ Xilose Xyl 132,0423 160,0736
Acido Acido NeuAc 291,0954 | 361,1737
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N-Acetil ’ N-acetilneuraminico
neuraminico
Acido Acido NeuGce 307,0903 | 361,1842
N-glicolil & N-glicolilneuraminico
neuraminico

Foram adquiridos dados de LC-MS dos pacientes ¢ do controle com posterior

submissdo dos dados ao software GRITS, o qual ¢é capaz de identificar automaticamente os

espectros de MS/MS compativeis com glicanos. Na Tabela 3 sdo apresentadas todas as

estruturas encontradas, a razdo massa/carga das espécies permetiladas e o estado de carga em

que foram detectadas.

Tabela 3: Estruturas metiladas encontradas nas amostras segundo o software GRITS.

Algumas estruturas sdo apresentadas com mais de uma possibilidade por terem mesma massa

molecular e espectros de MS/MS que nao permitem a identificagdo inequivoca.

Legenda Estrutura m/z Carga
1 477,2299 3
9
2 671,3247 3
9
3 o OB 0 292,1325 4
ou
§
4 B—— 534, 2892 1
ou
o—{1—=
5 895, 4609 1
4
ou
O
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6 I—Q—t’; 708, 3807 1

7 690, 6748 3

Na Tabela 4, dada abaixo, sdo apresentadas todas as estruturas encontradas, a razao
massa/carga das espécies permetiladas com iodometano deuterado (I-CD3) e o estado de
carga em que foram detectadas. Essas estruturas sdo provenientes do pool de amostras feito
com os controles.

Tabela 4: Estruturas deuteradas encontradas na amostra segundo o software GRITS.
Algumas estruturas sdo apresentadas com mais de uma possibilidade por terem mesma massa
molecular e espectros de MS/MS que ndo permitem a identificagdo inequivoca.

Legenda Estrutura m/z Carga

8 668,4949 2
9
9 !;]j— 937, 7301 1
9

10 878, 5603 1
;>}©
11 T—.—O’:!)D— 530, 3752 4
9

ou
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12 570, 4188 2

13 | puCay anOay paCoy ull 518, 3686 4

14 497, 3576 3
9
15 419, 3145 2
7

16 485, 3453 4

17 0_2::“\57 822,4821 2
o

Dadas as Tabelas 3 e 4, as quais apresentam as estruturas metiladas e deuteradas

encontradas nos 4 casos avaliados, foi possivel a constru¢do de uma matriz indicando
presenca ou auséncia destas estruturas nos pacientes controle e nos 3 pacientes com CDG
avaliados (Tabela 5).

Tabela 5: Presencga/auséncia das estruturas de glicanos identificados nos dados de
LC-MS para os 4 casos avaliados pelo software GRITS.

Estrutura Paciente CDG 1 CDG 2 CDG3
Controle
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Embora o programa GRITS tenha identificado diversas estruturas, varias delas se
apresentaram como falso positivo apos avaliagdo manual no software de aquisi¢ao no
espectrometro de massa, por meio da avaliagdo da diferenga de massa entre os isdtopos de
cada composto.

A confirmac¢do da presencga/auséncia dos compostos foi feita da seguinte forma:
utilizando a estrutura 1, como exemplo, que apresenta m/z de 477,2299 e carga igual a 3 como
exemplo, temos que os isOtopos dessa estrutura deveriam apresentar diferenga de massa entre
os picos de 0,333. Abaixo, na Figura 20, ¢ apresentado um espectro com os isétopos do ion
m/z 477,2299.
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Figura 20: Espectro de MS com ampliagdo na faixa de razdo m/z entre 477 e 480.
Como pode ser visto a diferenca de massa ¢ de aproximadamente 1. O valor dessa diferenga
deveria ser em torno de 0,333 para corresponder a uma tripla carga, como citado no texto

acima.

Além disso, no espectro de MS/MS, a mesma estrutura com m/z igual a 477,2299
deveria apresentar ions filhos com razdo m/z superior a do ion precursor, o que ndo pdde ser
verificado. No entanto, fazendo a avaliacdo dos espectros acima, conclui-se entdo que o
software GRITS chegou a um falso positivo. Abaixo ¢ apresentado o espectro de MS/MS para

o ion precursor m/z 477.
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o
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Figura 21: Espectro de MS/MS da estrutura com m/z 477,2317. Como pode ser
observado, ndo ha nenhum ion com razdo m/z superior ao do precursor.

Realizando esse mesmo processo para todas as outras estruturas, foi obtida a tabela
abaixo que apresenta as estruturas que de fato estavam presentes nos pacientes analisados.
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Tabela 6: Estruturas presentes em cada paciente, apds verificagdo no software de
aquisi¢ao do espectrometro de massa.

Estrutura Paciente CDG 1 CDG 2 CDG 3
Controle
4
5 X
6
9 X

A quantidade de falsos positivos encontrada neste trabalho ¢ grande, resultando no
questionamento da utilizagdo do software GRITS. Embora os resultados apresentados por ele
ndo possam ser utilizados sem confirmacao prévia das moléculas, o mesmo ainda funciona
como uma boa ferramenta para o refinamento da busca por glicanos presentes nas amostras.
Se esse fosse realizado manualmente, sem a utilizagao do software, seria um servigo laborioso
e longo, impossibilitando que o trabalho fosse realizado no mesmo periodo. Ainda, na
pesquisa realizada pelo nosso grupo, o software GRITS foi uma ferramenta importante na
identificagdo dos N-glicanos (BARBOSA et al, 2019).

Desta forma, o software ¢ uma boa alternativa para auxiliar na busca dos glicanos
presentes em amostras nao sendo possivel a utilizagdo dos resultados de forma definitiva sem
a confirmacao prévia das estruturas propostas.

De acordo com a literatura, os O-glicanos (Estruturas 4 e 5) encontrados pertencem
aos glicanos majoritarios encontrados nos seres humanos, entretanto era esperado que outros
fossem encontrados (YABU, 2014). Como citado anteriormente na Figura 13 A ¢ apresentado
o espectro de um paciente sadio, sendo os glicanos identificados pertencentes aos O-glicanos
majoritarios (XIA et al, 2013). Comparativamente, apenas o ion 534 e o 895 foram
encontrados neste trabalho, indicando assim algum erro ou necessidade de adaptagdo no
método de extragao utilizado.

Outro fato que corrobora a necessidade de ajustes no método de extragdo ¢ a
identificacdo de apenas 1 glicano deuterado em apenas 1 paciente. O esperado seria que, ao
menos, esta estrutura estivesse presente em todas as outras amostras, pois como o pool foi
composto por todos os pacientes controles e, posteriormente, adicionado as amostras antes da
analise por espectrometria de massa, esperava-se que os glicanos deuterados fossem
encontrados de forma proporcional em todas as amostras.

A falta de homogeneidade dos compostos deuterados impossibilitou a abordagem
quantitativa que era objetivada, devido ao fato da abordagem SIL s6 ser possivel se os
glicanos deuterados encontrados pudessem ser utilizados como um padrao para a populagao
estudada. Assim, as quantidades relativas presentes no pool e nos pacientes doentes e

38



controles seriam comparadas, tendo-se uma faixa considerada normal para os pacientes
sadios.
A proxima etapa do trabalho foi o estudo de cada um dos cromatogramas e dos

espectros de MS/MS das espécies cuja presenca foi confirmada. Comegando entdo os estudos
pelo controle (Figura 22).

(Curva 1) Cromatograma total de ions da amostra
(Curva 2) Cromatograma total de ions para as estruturas
fragmentadas
100 —
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<
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Figura 22: Cromatograma de ions totais para a amostra do controle. As curvas foram
normalizadas em relagdo ao valor méximo de intensidade de cada uma. A curva 1 teve um
valor maximo de 1,6x10% e a curva 2 um valor méaximo de 6, 5x10°.

A faixa de elui¢cdo dos glicanos ocorreu entre o tempo de 1,8 min e 6,3 min, conforme
demonstrado no cromatograma de ions totais (TIC) da Figura 22. Este cromatograma ¢
representativo dos demais pacientes, pois os tempos de retencao e a intensidade foram,
aproximadamente, os mesmos. Os outros cromatogramas para CDG1, CDG2 e CDG3 estao
disponiveis na secao de anexos ao final deste trabalho.

Os erros de massa foram calculados a partir da razdo entre a diferenga da massa
experimental e a massa tedrica. A massa teodrica foi obtida pelo software GlycoWorkbench.

Na Tabela 7, sao apresentados os dados de massa teorica, massa experimental e seus
respectivos erros.

Tabela 7: Dados de massa tedrica, massa experimental e erros.

Estrutura Massa Teorica Massa Experimental Erro
4(CDG 1) 534,2885 534,2757 -23 ppm
4 (CDG 2) 534,2885 534,2835 -9,4 ppm

5 (Controle) 895,4621 895,4617 -0,4 ppm
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5(CDG 1) 895,4621 895,4615 -0,7 ppm
5(CDG2) 895,4621 895,4638 1,9 ppm
5(CDG 3) 895,4621 895,4640 2,1 ppm
6 (CDG 3) 708,3777 708,4098 45 ppm
9 (Controle) 937,7258 937,7262 0,4 ppm

Os cromatogramas de ions extraidos (XICs) foram obtidos para cada estrutura
assinalada pelo software GRITS e confirmados no espectrometro de massa (Figura 23). Como
algumas estruturas se repetiram em alguns pacientes, esses espectros foram colocados ao final
deste trabalho na se¢do de anexos. Foram detectadas as estruturas antigeno T [M+Na] =
534,2757 Da (erro = -23 ppm), Figura 23a (XIC e MS da estrutura 534 do paciente CDG 1),
antigeno T monosialilado T [M+Na] = 895,4617 Da (erro = -0,4 ppm), Figura 23b (XIC e
MS da estrutura 895 do paciente controle), O-glicano de T [M+Na]" = 708,4098 Da (erro =
45 ppm), Figura 23c (XIC e MS da estrutura 708 do paciente CDG 3), e antigeno T
monosialilado deuterado T [M+Na] = 937,7262 Da (erro = 0,4 ppm), Figura 23d (XIC e MS
da estrutura 937 do paciente controle). Abaixo, além de apresentar o XIC, também ¢
apresentado o espectro de MS dos O-glicanos e a estrutura proposta pelo GRITS.
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Figura 23: Cromatogramas de ions extraidos (XIC) e espectro de MS para cada
estrutura identificada. a) m/z = 534 da amostra “CDG 17, b) m/z = 895 da amostra “paciente
controle”, ¢) m/z = 708 da amostra “CDG 3” e d) m/z = 937 da amostra “paciente controle”.

Os outros XIC e espectros podem ser encontrados na secdo de anexos. Legenda: O

Galactose (Gal), @ Acido siglico (NeuAc), & N-acetilgalactosamina (GalNAc).

A designacao da estrutura que da origem a cada espectro obtido ndo pode ser realizada
apenas pela analise da massa acurada. Assim, torna-se importante a analise dos espectros de
fragmentacdo de cada molécula, ou seja, os espectros de MS/MS obtidos pelo método IDA.
Nestes novos espectros obtidos, tem-se informagdes de ions caracteristicos da fragmentacao
do ion precursor. Dessa forma, o estudo de cada um dos espectros de MS/MS obtidos
possibilitou a designagdo correta das estruturas presentes nas amostras analisadas. Abaixo ¢
apresentado o espectro de MS/MS da estrutura 4 da amostra CDG 1. O glicano em questdo ¢ a
estrutura chamada de antigeno T, fazendo a comparacdo com o trabalho de XIA et al, 2013.
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Figura 24: Fragmentacao do ion m/z 534 da amostra CDG 1, com a apresentagao dos
fragmentos acima de cada pico identificado pelo espectrometro de massa. Legenda: O

Galactose (Gal), & N-acetilgalactosamina (GalNAc).

A fragmentagdo de cada estrutura foi avaliada com o auxilio do software
GlycoWorkbench, que ao colocar a estrutura precursora proposta pelo GRITS, apresenta os
fragmentos possiveis, utilizando a nomenclatura apresentadas na Figura 19.

Seguindo a Figura 19, o pico de razao m/z de 298 ¢é um fragmento do tipo Zl1,
permanecendo a carga junto ao fragmento de GalNAc de massa igual a 245 e o restante sendo
devido ao ion de sodio e aos atomos presentes na ligacao glicosidica, incluindo o oxigénio.

O ion m/z 259 ¢ do tipo Cl1, o qual mantém a carga no residuo de Gal. Essa massa de
259 ¢ devido ao residuo de Gal, adicionado a massa do ion de sodio, CH, e aos 2
hidrogénios terminais que permanecem nessa estrutura.

O proximo espectro de fragmentagdo a ser analisado foi obtido a partir do precursor
m/z 895 da amostra do paciente controle (Figura 25). A préxima figura apresenta esse
espectro com seus picos assinalados e as estruturas determinadas com auxilio do
GlycoWorkbench.
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Figura 25: Fragmentagdo do ion m/z 895 da amostra do paciente controle, com a
apresentacao dos fragmentos acima de cada pico identificado pelo espectrometro de massa.
Legenda: O Galactose (Gal), @ Acido sialico (NeuAc), [ N-acetilgalactosamina
(GalNAc).

O espectro de MS/MS do ion m/z 895 pode ser proveniente de dois isdbmeros de
constitui¢do, como pode ser visto na Figura 23b. A estrutura do ion precursor ¢ a apresentada
no espectro no pico de 895 e sera discutida abaixo. Na Figura 26, sdo apresentados os

fragmentos caracteristicos desses isdmeros.

a) . b ©) 4 €)
—— s oo 4 :
miz: 298.1625

miz 284.1468 m/z 2841468 miz; 302.1574 miz; 6593362

€9 24

Figura 26: Fragmentos caracteristicos do O-glicano de m/z = 895. A figura em “a” ¢
caracteristica para 0 mesmo com estrutura linear € os outros para a estrutura ramificada. 4

Acido sialico (NeuAc), [ N-acetilgalactosamina (GalNAc).

A estrutura do ion precursor pode ser confirmada a partir das diferencas entre as
fragmentagdes da estrutura ramificada e da linear. Observando a Figura 26a, o ion de m/z 298
¢ resultado de uma fragmentacao Unica para o glicano linear, pois na estrutura remanescente
(GalNAc) ha apenas um residuo de ligacdo. Se a estrutura do glicano fosse ramificada, sua
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topologia permitiria apenas os fragmentos apresentados nas Figuras 26b, 26¢ e 26d, nas quais,
o grupo GalNAc apresenta dois residuos de ligacdo oriundos das duas ramificagdes. Além
disso, o ion caracteristico do O-glicano ramificado € a presen¢a de um pico em 659, que ¢ o
fragmento originado pela saida do grupo Gal, sendo o residuo remanescente, apresentado na
Figura 26e. Entdo, o glicano em questdao ¢ o antigeno ST (estrutura core 1 monosialilada),
utilizando-se o trabalho do XIA et al 2013 como base.

A proxima estrutura a ser estudada ¢ o glicano perdeuterado de m/z = 937. Essa
estrutura segue as mesmas interpretacdes da estrutura 895, pois as suas estruturas sio
essencialmente as mesmas, mudando apenas a massa devido a metilagdo por /—CD,. A
estrutura de 937 ¢ deuterada, possuindo todos os hidrogénios de metilagdes deuterados,
explicando-se assim a massa maior. Abaixo ¢ apresentado o espectro da estrutura 937, como
pode ser visto, o espectro € aproximadamente o0 mesmo.
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Figura 27: Fragmentacao do ion m/z 937 da amostra do controle, com a apresentagao
dos fragmentos acima de cada pico identificado pelo espectrometro de massa.

Como pode ser visto, o posicionamento dos picos e a designacdo das estruturas sao as
mesmas, mudando-se apenas o valor da m/z, sendo assim, as interpretagdes feitas para o 895
sobre a estrutura ser ramificada ou nao servem para a interpretagao desse espectro.

O proximo espectro a ser estudado foi da estrutura de m/z = 708. As estruturas
possiveis designadas pelo GRITS ndo sdo compativeis com o espectro, como sera visto
abaixo.
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Figura 28: Fragmenta¢do do ion m/z 708 da amostra CDG 3, com a apresentacao dos
fragmentos acima de cada pico identificado pelo espectrometro de massa. Legenda: O

Manose (Man), O Galactose (Gal), P> Fucose (Fuc), i N-acetilgalactosamina (GalNAc).

Utilizando as estruturas designadas pelo GRITS no GlycoWorkbench, percebeu-se
que o espectro ndo ¢ compativel com a estrutura assinalada pelo software. Dessa forma, a
estrutura proposta pelo GRITS ndo foi confirmada pelo espectro de MS/MS.

Os espectros dos glicanos encontrados nos outros pacientes ndo apresentaram
alteragdes, concluindo assim que a estrutura do ion de m/z 895 encontrado em todos os
pacientes tem a topologia linear. Sendo assim, nenhuma alteracdo entre o controle e os
pacientes doentes foi apresentada na estrutura do ion 895.

O ion 534 estava presente apenas nos pacientes CDG 1 e 2, sendo que os pacientes
CDG 2 e 3 que apresentaram o mesmo diagnostico para o mesmo tipo de CDG, sendo assim,
era esperado que a maioria dos glicanos encontrados no CDG 2 fossem encontrados no 3.
Além disso, este mesmo ion estava ausente no paciente controle, o que ¢ incomum,
considerando que a estrutura ¢ um dos ions majoritarios encontrados em pacientes sadios
(YABU 2014).

Considerando isso ndo foram apresentadas altera¢des qualitativas consistentes entre o
controle e os doentes, o que impede o desenvolvimento de um método qualitativo capaz de
gerar um diagnostico para pacientes que apresentam CDG. Além disso, as principais
alteracdes esperadas eram quantitativas, como foi mostrado em vérios trabalhos citados
anteriormente, no entanto, a necessidade de ajustes no método de extragdo impossibilitou a
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identificacdo de glicanos deuterados, impedindo assim a analise quantitativa por SIL, que
permitiria a comparagdo com alteracdes citadas na literatura e a descoberta de novas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho identificou alguns glicanos reportados na literatura. Embora nem todos
os glicanos majoritdrios (YABU, 2014) tenham sido encontrados, dois O-glicanos
encontrados em varios trabalhos estavam presentes, os quais sdo chamados de antigeno T (m/z
=534) e antigeno ST (m/z = 895).

A abordagem qualitativa ndo apresentou resultados consistentes acerca da diferenga
dos glicanos presentes em pacientes sadios e doentes e a analise quantitativa proposta nao foi
realizada devido a necessidade de ajustes no processo de extragdo que sejam capazes de
permitir a identificacdo de O-glicanos deuterados com maior clareza e homogeneidade,
tornando a analise quantitativa uma das perspectivas futuras. Sendo assim, nao foi possivel a
realizagdo de um método capaz de identificar as principais alteragdes presentes em pacientes
acometidos por CDG do tipo II.

Embora parte dos objetivos propostos ndo tenham sido realizados, o trabalho
apresentou um carater preliminar e exploratorio, melhorando a compreensao do grupo acerca
das dificuldades nas analises de O-glicanos. Foi possivel realizar a analise de cromatogramas
adquiridos por espectrometria de massa, além da andlise dos espectros de MS/MS. Além
disso, a estrutura de m/z = 937 permitiu o estudo de uma das estruturas deuteradas,
concluindo-se que mesmo com possiveis erros no processo de extracao, foi possivel encontrar
uma estrutura deuterada caracteristicas no pool de plasma humano.

Nessa perspectiva, novo experimentos sao necessarios para o aprimoramento dos
métodos de extracdo possibilitando assim que as abordagens qualitativas e quantitativas
possam ser realizadas de forma bem-sucedida, possibilitando assim que a relagdo entre o
desenvolvimento de CDGs e os distarbios nas vias de glicosilagdo possam ser melhor
compreendidas.
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Anexos

() Galactose (Gal) j& Hilose (Zyl)

[ M-Acetilgalactosamina (GalNAc) 4P Acido M-Acetineuraminico (NeuSAc)
[N Galactosamina (GallN) € Acido N-glicolilneuraminico (Neu3Gc)
@ Glicose {Glc) @ 2-Eeto-3deoxynononic acid (Kdn)*

B V-Acetilglicosamina (GlcNAc) A Fucose (Fuc)

™ Glicozamina (GlclV) Q Acido Glicurénico (GlcA)

@ Manose (Man) & Acido Urénico (IdoA)

B V-Acetilmanosamina (ManNAc) {> Acido Galacturénice (Gald)

M Manosamina (Man) Cfb MMannuronic acid (Mandy*

Para outros monossacarideos,
usa-se uma letra dentro de um simbolo para especificar () (&)

Codigos e abreviagoes criadas para convencionar uma universalizacao e simplificagao

da representacdo estrutural das estruturas dos carboidratos. Legendas retiradas do livro do
VARKI et al, 2009.

* - Nao foram encontrados os nomes em portugués para essas estruturas.

Cromatograma de ions totais (CDG 1)

7| —— (Curva 1) Cromatograma de ions totais da amostra
— (Curva 2) Cromatograma de ions totais para as estruturas
fragmentadas
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0 8 16

Tempo, min
Cromatograma de ions totais para a amostra do paciente CDG 1. As curvas foram
normalizadas em relagdo ao valor maximo de intensidade de cada uma. A curva 1 teve um
valor maximo de 1,5x10® e a curva 2 um valor maximo de 8,5x10°. Com tempos de
reten¢do entre 1,598 min a 6,330 min para a curva 1 e 1,558 min a 6,319 min para a curva 2.
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Cromatograma de ions totais (CDG 2)

11— (Curva 1) Cromatograma de ions totais da amostra
— (Curva 2) Cromatograma de ions totais para as estruturas
fragmentadas
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Cromatograma de ions totais para a amostra do paciente CDG 2. As curvas foram
normalizadas em relagdo ao valor maximo de intensidade de cada uma. A curva 1 teve um
valor maximo de 1, 5x10% e a curva 2 um valor maximo de 5x10°. Com tempos de retencao
entre 1,631 min a 6,235 min para a curva 1 e 1,563 min a 6,227 min para a curva 2.

Cromatograma de ions totais (CDG 3)

— (Curva 1) Cromatograma de ions totais da amostra
— (Curva 2) Cromatograma de ions totais para as estruturas
fragmentadas
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k) 50
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Cromatograma de ions totais para a amostra do paciente CDG 3. As curvas foram
normalizadas em relacdo ao valor méximo de intensidade de cada uma. A curva 1 teve um

valor maximo de 1,6x10° e a curva 2 um valor maximo de 9,2x10°. Com tempos de
retencao entre 1,634 min a 6,299 min para a curva 1 e 1,603 min a 6,302 min para a curva 2.
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