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RESUMO

As proteinas do soro possuem alto valor nutricional, conferido pela presenca de
proteinas com elevado teor de aminoacidos essenciais. Dentre as proteinas do soro,
a lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina com massa molecular aproximadamente de 80
kDa, presente no soro de leite de mamiferos, pertencente a familia das transferrina,
pode ser encontrada no leite de varios mamiferos. Além de ter uma habilidade
especifica de realizar ligacdo com o ion ferro, a Lf é uma proteina multifuncional
possuindo as fungdes, tais como a atividades antibacterianas, antivirais, antifungicas,
anti-inflamatérias e imunomoduladoras. Assim, este trabalho teve como objetivo
purificar e caracterizar lactoferrina de leite bubalino, monitorando a purificagdo por
técnicas de fluorimetria e espectrofotometria UV-vis. O processamento do leite de
bdfala iniciou-se com a separagéo da gordura por centrifugacado. O leite desnatado foi
acidificado com HCI 0,1 M até o pH 4,6 obtendo o soro acidificado. Em seguida, o soro
acido foi neutralizado com NaOH 0,1 M até o pH 6,8 e o sobrenadante obtido por
centrifugacéo foi submetido a precipitacdo salina nos perfis de 0-20%, 20-40%, 40-
60% e 60-80% de saturacdo de sulfato de aménia (NH4)2SOas. As analises
fluorimétricas das fracdes salinas foram realizadas em condicfes de comprimento de
excitacdo a 290 nm e comprimentos de onda de emisséo entre 300-550 nm. O perfil
salino do precipitado ressuspendido 40-60% apresentou o espectro de extincao de
fluorescéncia caracteristico da lactoferrina (pico em 332 nm). O precipitado
ressuspendido 40-60% foi submetido a cromatografia liquida em coluna de gel
filtracdo Sephacryl S-100. Os estudos espectrofotométricos foram realizados com
adicoes de 100 pL de fragao salina 40-60% (0,421 mg/mL), 100 uL de lactoferrina
purificada (0,421 mg/mL) e 100 yL de amoxicilina (2,5x10¢ mol.L1). Os espectros UV-
vis de absorcao foram registrados de 190 a 450 nm. As fracBes 12 a 16 apresentaram
0 espectro de extingdo de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina. A eletroforese
SDS-PAGE a 8%, empregando lacteoferrina comercial (SIGMA) como padrao,
mostrou a presenca de duas bandas proteicas na faixa do padrdo. Através dos
estudos espectros UV-vis de absorcao foi possivel detectar que a interacdo entre a
lactoferrina e a amoxicilina desempenham um papel importante, diminuindo o espectro
UV-vis de absorcdo quando comparado com o da lactoferrina parcialmente purificada.
Portanto, foi possivel isolar e purificar parcialmente lactoferrina bubalina por
cromatografia liquida em coluna de gel-filtracéo, a lactoferrina de bubalinos possui um
peso molecular maior que 87 kDa é possivel realizar o monitoramento por fluorimetria
e espectrometria as etapas de purificacdo e caracterizacao.

Palavras-chaves: Lactoferrina, fungBes biologicas, purificacdo, fluorimetria e
esctrofotometria.



ABSTRACT

Whey proteins have a high nutritional value, given by the presence of proteins with a
high content of essential amino acids. Among the whey proteins, lactoferrin (Lf) is a
glycoprotein with a molecular mass of approximately 80 kDa, present in mammalian
whey, belonging to the transferrin family, it can be found in the milk of several
mammals. In addition to having a specific ability to bind iron ion, Lf is a multifunctional
protein having functions such as antibacterial, antiviral, antifungal, antiinflammatory
and immunomodulatory activities. Thus, this work aimed to purify and characterize
lactoferrin from buffalo milk, monitoring the purification by fluorimetry and UV-vis
spectrophotometry techniques. The processing of buffalo milk began with the
separation of fat by centrifugation. The skimmed milk was acidified with 0.1 M HCI to
pH 4.6 obtaining acidified whey. Then, the acid serum was neutralized with 0.1 M
NaOH to pH 6.8 and the supernatant obtained by centrifugation was subjected to saline
precipitation in the profiles of 0-20%, 20-40%, 40-60% and 60-80% saturation of
ammonium sulfate (NH4)2S04. Fluorimetric analyzes of the saline fractions were
carried out under conditions of excitation length at 290 nm and emission wavelengths
between 300-550 nm. The saline profile of the 40-60% resuspended precipitate
showed the characteristic fluorescence extinction spectrum of lactoferrin (peak at 332
nm). The 40-60% resuspended precipitate was subjected to liquid chromatography on
a Sephacryl S-100 gel filtration column. The spectrophotometric studies were
performed with additions of 100 pL of 40-60% saline fraction (0.421 mg/mL), 100 uL of
purified actoferrin (0.421 mg/mL) and 100 yL of amoxicillin (2.5x10-6 mol.L- 1). The
UV-vis absorption spectra were recorded from 190 to 450 nm. Fractions 12 to 16
showed the characteristic fluorescence extinction spectrum of lactoferrin. 8% SDS-
PAGE electrophoresis, using commercial lacteoferrin (SIGMA) as a standard, showed
the presence of two protein bands in the standard range. Through the UV-vis
absorption spectra studies, it was possible to detect that the interaction between
lactoferrin and amoxicillin play an important role, decreasing the UV-vis absorption
spectrum when compared to that of partially purified lactoferrin. Therefore, it was
possible to isolate and partially purify lactoferrin buffalo by liquid chromatography in a
gel-filtration column, the lactoferrin from buffaloes has a molecular weight greater than
87 kDa, it is possible to monitor the purification and characterization steps by
fluorimetry and spectrometry.

Key-words: Lactoferrin, biological functions, purification, fluorimetry and
spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

O leite é definido como um alimento completo de alto valor nutricional, por ser
fonte consideravel de proteinas de alto valor biolégico, além de vitaminas e minerais.
O consumo habitual deste alimento é recomendado, principalmente, para atingir a
adequacado diaria de calcio, um nutriente fundamental para a formacdo e a
manutencdo da estrutura 6Ossea, entre outras fun¢des no organismo (MUNIZ;
MADRUGA; ARAUJO, 2013).

Em média, o leite possui 87% de agua e 13% de componentes sdlidos, divididos
entre cerca de 4% a 5% de carboidratos, 3% de proteinas, 3% a 4% de lipidios (em
sua maior parte saturados), 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas. Além disso, este
alimento possui naturalmente imunoglobulinas, horménios, fatores de crescimento,
citocinas, nucleotideos, peptideos, poliaminas, enzimas e outros peptideos bioativos

que apresentam interessantes efeitos a saude (SBAN, 2015).

As proteinas do leite consistem em dois grupos principais de proteinas
chamadas caseinas e proteinas do soro de leite. Dos cerca de 3,6% de proteina do
leite, cerca de 80% é caseina e 20% é proteina do soro de leite (REBOUILLAT;
ORTEGA-REQUENA, 2015).

As proteinas do soro e a caseina sao frequentemente adicionadas a produtos
alimentares devido as suas propriedades agregantes. O soro do leite contém quase a
metade dos nutrientes originais do leite sendo rico em componentes tais como:
proteinas do soro, vitaminas hidrossollveis, sais minerais e lactose. As proteinas do
soro sao complexas misturas de numerosas moléculas, cujas principais séo: B
lactoglobulina, a lactalbumina, imunoglobulinas e albumina de soro (POPPI et al.,
2010).

O alto valor nutricional das proteinas do soro € conferido pela presenca de
proteinas com elevado teor de aminoacidos essenciais. Os aminoacidos presentes
nas proteinas do soro superam as doses recomendadas a criangas de dois a cinco
anos e aos adultos, aspecto que torna esta fonte proteica a mais concentrada em
aminoacidos essenciais em detrimento as demais fontes de proteinas (TERADA et al.,
2009).
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Em particular, o whey protein, tem demonstrado efeitos promissores em varios
aspectos de saude, como no ganho de massa muscular, no controle da obesidade e
diabetes mellitus tipo 2, podendo-se especular que estes uUltimos resultados se
referem ao efeito sobre a saciedade desempenhada pelas proteinas presentes no de
soro de leite (SBAN, 2015).

Dentre das inUmeras proteinas do leite tem se destacado a lactoferrina por ser
uma proteina multifuncional, desempenhando varios papéis biologicos, tais como
atividades antibacterianas, antivirais, antifingicas, anti-inflamatoérias, antitumorais,
antioxidantes e imunomoduladoras. Além disso, essa enzima ajuda a estabelecer uma
microflora favoravel no tecido intestinais, consequentemente, promove o crescimento
microbiano de bifidobactérias (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS;
RASCON-CRUZ, 2009).

A Lactoferrina inibe ou retarda o crescimento de bactérias com alto potencial
para ser humano; entre elas: Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, Listeria monocytogenes e Streptococcus mutans e
(OCHOA; CLEARY, 2009). Também mostra efeito bacteriostatico contra o
Helicobacter pylori e inibe o crescimento de alguns patdgenos resistentes a
antibiéticos (NIBBERING et al., 2001). A Lf possui forte atividade antiviral contra um
amplo espectro de virus RNA e DNA, como virus Sindbis (WAARTS et al., 2005),
citomegalovirus (ANDERSEN et al., 2001; BELJAARS et al., 2004), virus do herpes
simplex (MARCHETTI et al., 2004), virus da floresta Semliki (WAARTS et al., 2005),
poliomavirus humano (LONGHI et al., 2006), papilomavirus humano (DROBNI;
NASLUND; EVANDER, 2004), echovirus (AMMENDOLIA et al., 2007), virus da
imunodeficiéncia humana (PUDDU et al., 1998) e rotavirus (SUPERTI et al., 2001).

Tendo em vista as propriedades multifuncionais da lactoferrina (Lf) esse
trabalho teve como objetivo comparar as técnicas de isolamento, fracionamento e

purificacédo da lactoferrina bubalina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia do Leite na alimentacao

O leite e seus derivados constituem um grupo de alimentos de grande valor
nutricional, por serem fontes consideraveis de proteinas de alto valor bioldgico, além
de vitaminas e minerais. O consumo habitual destes alimentos € recomendado,
principalmente, para atingir a adequacéo diaria de calcio, um nutriente fundamental
para a formagdo e a manutencdo da estrutura 6ssea, entre outras funcgbes no
organismo (MUNIZ; MADRUGA; ARAUJO, 2013).

A ingestao de calcio recomendada a partir dos 20 anos de idade varia de 1.000
a 1.200 mg/dia, sendo, portanto, dificil atingir tal recomendagdo sem o consumo
suficiente de laticinios. O Ministério da Saude do Brasil, através de seu Guia Alimentar,
recomenda o consumo diario de trés porcbes de leite e/ou derivadosl, sendo esta
quantia suficiente para atender 75% das necessidades diarias de calcio (MUNIZ;
MADRUGA; ARAUJO, 2013).

O leite de vaca é composto de agua (87,3%) e solidos totais (12,7%), assim
distribuidos: proteinas totais (3,3 a 3,5%), gordura (3,5 a 3,8%), lactose (4,9%), além
de 0,7% de minerais e vitaminas (SGARBIERI, 2005; YUKSEL & ERDEM, 2009)
(almedia). As proteinas do leite constituem ingredientes dos mais valorizados pelas
suas excelentes propriedades nutritivas, tecnolégicas e funcionais. Suas propriedades
nutritivas e tecnolégicas derivam da composicdo dos aminoacidos que atendem a
maioria das exigéncias fisiolégicas do ser humano (HUFFMAN, 1996; SGARBIERI,
2005).

Os mamiferos alimentam seus bebés com leite durante o periodo antes que
eles sejam capazes de se alimentar por conta prépria. O leite também é um
mecanismo pelo qual a mée pode proteger contra infec¢des as superficies mucosas
de seus bebés imunologicamente inexperientes. Além disso, o leite materno molda a
aquisicdo e o desenvolvimento de bactérias, arquéias, virus, protistas e fungos,
chamados coletivamente de microbioma, que colonizam nossas superficies de
barreira. A composi¢do do microbioma é adaptada a determinados locais e funcdes
do tecido (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o aleitamento materno
exclusivo para bebés, pois fornece todos 0s nutrientes necessarios ao crescimento da
crianga nos primeiros 6 meses de vida e ao aleitamento materno com suplementagéo
alimentar até os 2 anos de idade. A colonizacao inicial do trato gastrointestinal do bebé
com o microbioma possa ser volatil, hd um caminho caracteristico para o
desenvolvimento do microbioma nascente apdés 0 nascimento, moldado por
componentes do leite materno. Embora a amamentacao provavelmente tenha efeitos
nas comunidades microbianas fora do trato gastrointestinal, os efeitos mais 6bvios e
profundamente estudados sdo na microbiota intestinal (GOPALAKRISHNA; HAND,
2020).

Durante o processo de digestdo, a maioria das proteinas é decomposta em
aminoacidos livres que séo absorvidos e utilizados como blocos de construcéo para
sintetizar novas proteinas no corpo (MOSCA; GIANNI, 2017).

As proteinas representam o terceiro solido abundante no leite humano,
fornecendo ndo apenas nutricdo, mas também desempenhando varias funcdes
bioativas. Na verdade, as proteinas sdo essenciais para permitir o crescimento
saudavel dos bebés, mas também atuam como transportadores de outros nutrientes
(ou seja, lactoferrina, haptocorrina, alfa-lactalbumina, proteina de ligacdo do folato,
beta-caseina), promovem o desenvolvimento intestinal (fatores de crescimento,
lactoferrina ) e absorcédo de nutrientes (lipase estimulada por sais biliares, amilase,
alfal-antitripsina) e possuem atividade imunoldgica e antimicrobiana (lactoferrina, IgA
secretora, osteopontina, citocinas, lisozima, etc.) (HASCHKE; HAIDEN; THAKKAR,
2017). As proteinas do leite podem ser agrupadas em trés classes principais:
caseinas, soro de leite e mucinas. As caseinas sdo montadas em micelas, enquanto
as proteinas do soro do leite estdo presentes na solucdo. As principais proteinas do
soro sdo representadas por alfa-lactalbumina, lactoferrina, lisozima e IgA secretora
(MOSCA; GIANNI, 2017).

Evidéncias crescentes indicam que a quantidade e a qualidade da proteina do
leite humano desempenham um papel crucial na modulacdo do crescimento infantil e
da composicdo corporal. Uma alta ingestdo de proteinas na infancia tem sido

associada a um aumento do ganho de peso e risco de desenvolver obesidade mais
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tarde na vida por meio da ativacdo do eixo do fator de crescimento semelhante a

insulina-1.

De acordo com Luca et al. (2016), o leite materno maduro de méaes obesas
(indice de massa corporal = 34,3 + 3,9 kg / m2), continha uma quantidade maior de
aminoacidos de cadeia ramificada (+ 20%) e tirosina (+ 30%) em comparagao com o
leite maduro de maes ndo obesas (indice de massa corporal = 21,6 + 1,4 kg / m2) .15
Uma vez que altas concentragfes plasméticas de aminoacidos de cadeia ramificada
parecem inibir a oxidacao de acidos graxos livres e, portanto, promover a deposi¢ao
de gordura, 16 esses achados precisam de esclarecimento adicional em termos de
potencial implicacdo clinica, no que diz respeito a programag¢do metabdlica em
lactentes (MOSCA; GIANNI, 2017).

2.2  Proteinas do soro leite

O soro é a porcdo aquosa liberada do coagulo durante a fabricacéo
convencional de queijos, considerado um efluente residual que pode acarretar graves
problemas ambientais associados ao seu alto teor de matéria organica. Assim, o seu
reaproveitamento tem sido estudado e sugerido para melhorar a eficiéncia econémica
dos laticinios e minimizar os impactos ambientais. Cerca de 90 a 95% do volume do
leite usado para a fabricacdo de queijos resultam em soro, o qual contém,
aproximadamente metade dos sélidos totais do leite, incluindo proteinas soluveis, sais
e principalmente lactose (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).

O soro de leite contém, em média, 93% de agua, 5% de lactose, 0,9 a 0,7% de
proteinas, 0,5 a 0,3% de gordura, 0,2% de acido lactico e pequenas quantidades de
vitaminas. A fracao protéica contém, aproximadamente, 50% de b-lactoglobulina, 25%
de a-lactoalbumina e 25% de outras fragcdes protéicas, incluindo imunoglobulinas. As
fracbes do soro sao constituidas de: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina do
soro bovino (BSA), imunoglobulinas, caseina do soro, lipoproteinas, lactoferrina,
lactoperoxidase e glico-macropeptideos (Tabela 1). Essas fragbes, no entanto, podem
variar em tamanho, peso molecular e funcdo (SGARBIERI, 2004). Apesar de existir
uma elevada variedade de proteinas presente no soro do leite, as propriedades dos
concentrados protéicos do soro sao principalmente relacionadas com as propriedades

da B-lactoglobulina.
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Sob o ponto de vista nutricional, o soro de leite € considerado levemente
superior comparado a caseina, que possui quantidade limitada dos aminoacidos
sulfurados (metionina e cistina), além de ter alto conteddo dos aminoacidos
essenciais, especialmente lisina, treonina, triptofano, fenilalanina e tirosina e a

presenca da proteina superior lactaloumina (ALMEIDA et al., 2013).

Tabela 1. Propriedades fisicas e bioquimicas das principais proteinas do soro do leite.

Proteina Massa Molar (kDa) | Ponto Isoelétrico | Concentragdo (g.L™?)
B-Lactoglobulina 18,4 5.2 2,70
a-Lactoalbumina 14-15 4.2-4.8 1,20
Albumina do soro 69 4.7-4.9 0,4

bovino
Imunoglobulina 15-1000 5.5-8.3 0,65
Lactoferrina 78 8.0-9.0 0,1
Lactoperoxidase 89 9.5 0,02

Fonte: adaptado de Poppi et al., (2010).

O papel nutricional das proteinas dos alimentos tem sido bem estudado e é
amplamente conhecido. A atencéo dos pesquisadores em estudos sobre a utilizagao
de proteinas como ingredientes funcionais é crescente, a exemplo disso, existem no
mercado internacional produtos lacteos comerciais e ingredientes com apelo funcional
baseado em peptideos bioativos obtidos das proteinas do leite (caseinas e soro-
proteinas). Em muitos casos é possivel, ao empregar as proteinas como agentes
funcionais, desenvolver produtos com caracteristicas especiais e agregar valor a
subprodutos o0s quais em geral representam um problema para as industrias
(ALMEIDA et al., 2013; OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).

A utilizacéo industrial desse subproduto tem contribuido para o enriquecimento
e desenvolvimento de novos produtos alimenticios, a exemplo cita-se a producéo de
bebidas lacteas enriquecidas com proteinas e sais minerais de soro de leite. A
qualidade biolégica das proteinas e o teor de minerais e vitaminas presentes no soro
de leite fazem dele um produto atrativo para a industria de alimentos destinados ao
consumo humano e animal. Como resultado da utilizacdo integral do soro de leite,

tem-se conseguido a reducao da poluicdo ambiental, vendas adicionais de produtos
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como proteina de soro, creme de soro, lactose, minerais do leite, além de outros novos
produtos a base de soro de leite, como a obtencdo de filmes transparentes
comestiveis utilizando isolado protéico, que tém sido desenvolvidos (OLIVEIRA,;
BRAVO; TONIAL, 2012).

O interesse da populacdo por uma vida mais saudavel vem crescendo nos
altimos anos. Esta tendéncia esta acompanhada do aumento da procura por alimentos
com propriedades funcionais. Entre os mais recentes, encontram-se os suplementos
nutricionais a base da proteina do soro do leite bovino, mais conhecidos como whey
protein, cujo efeito, segundo alguns autores, ocorre através do estimulo a sintese

protéica devido ao maior aporte de aminoacidos essenciais (SGARBIERI, 2004).

O Whey protein é composto por varios peptideos, dos quais temos as
imunoglobulinas, beta-lacto globulina, alfa-lactalbumina, albumina do soro bovino e
glicomacropeptideos. O whey protein, uma das mais ricas fontes de precursores da
glutationa, € um dos mais utilizados. Bem como, € composto por proteinas extraidas
da porcao aquosa do leite, gerada durante o processo de fabricacédo do queijo. O perfil
de aminoéacidos das proteinas do soro, principalmente ricas em leucina, pode
favorecer o anabolismo muscular (FISCHBORN, 2009; HA; ZEMEL, 2003;
HARAGUCHI; DE ABREU; DE PAULA, 2006).

Outra caracteristica marcante do Whey protein € sua alta concentracdo de
aminoacidos de cadeia ramificada em comparacdo com outras fontes proteicas,
especialmente a leucina, objeto de estudo de investigacdes devido sua capacidade
de ativar vias metabdlicas responséaveis pela sintese proteica (ALVES DE SANTANA,
2014).

O perfil de aminoacidos das proteinas do soro, principalmente ricas em leucina,
pode, desta forma, favorecer o anabolismo muscular. Além disso, destacam que o
perfil de aminoacidos das proteinas do soro € muito similar ao das proteinas do
musculo esquelético, fornecendo quase todos os aminoacidos em proporg¢ao similar
as do mesmo, classificando-as como um efetivo suplemento anabdlico (HA; ZEMEL,
2003).
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O conceito de proteinas com diferentes velocidades de absorcdo tem sido,
recentemente, utilizado por profissionais e cientistas que trabalham com desempenho
fisico. Estudos demonstram que as proteinas do soro sdo absorvidas mais
rapidamente que outras, como a caseina, por exemplo. Essa rapida absorcao faz com
gue as concentracdes plasmaticas de muitos aminoacidos, inclusive a leucina, atinjam
altos valores logo ap0s a sua ingestao. Pode-se, dessa forma, hipotetizar que, se essa
ingestao fosse realizada apds uma sessao de exercicios, as proteinas do soro seriam
mais eficientes no desencadeamento do processo de sintese protéica. Além de
aumentar as concentracfes plasmaticas de aminoacidos, a ingestdo de solucdes
contendo as proteinas do soro aumenta, significativamente, a concentracdo de
insulina plasmatica, o que favorece a captacdo de aminoacidos para o interior da
célula muscular, otimizando a sintese e reduzindo o catabolismo protéico
(HARAGUCHI; DE ABREU; DE PAULA, 2006).

A maioria dos estudos revela que a suplementacdo de Whey é eficaz em
estimular o aumento da sintese proteica, mantendo um balanco nitrogenado positivo
(ALVES DE SANTANA, 2014; FISCHBORN, 2009).

2.3 Lactoferrina: propriedades estruturais.

A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina multifuncional com massa molecular de
cerca de 80 KDa pertencente a familia das transferrinas (Tfs), que tem uma habilidade
especifica de realizar ligacdo com o ion ferro (LEGRAND et al., 2008). A Lf é excretada
pelas células epiteliais da mucosa e neutréfilos em véarias espécies de mamiferos,
incluindo seres humanos, bovinos, vacas, cabras, equinos, cdes e varios roedores
(GIANSANTI et al., 2016) . Essa enzima também é encontrada em secrecdes de
mamiferos como leite, colostro, lagrimas, saliva, liquido nasal e brénquico, bile
hepatica, estbmago, intestinos e urina (ELNAZ et al., 2016; GARCIA-MONTOYA et
al., 2012; FARNAUD; EVANS, 2003).

A determinacédo da sequéncia de aminoacidos para as Lfs de nove espécies:
humano (Homo sapiens), suina (Sus scrofa domesticus), equina (Equidae), bovina
(Bovinae), bufalo (Bubalus), ovelha, cabra (capra aegagrus hircus), camelo (Camelus)
e camundongo (Mus musculus); verificou-se que as identidades de sequéncia em

pares variam de um minimo de ~ 65% a quase 100%. Os principais discrepantes
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nesse grupo séo Lf humano e Lf de camundongo; estes tém 70-74% e 65-70% de
identidade, respectivamente, com as outras Lfs estudas. Por outro lado, Lfs de vaca,
bufalo, cabra e ovelha compartilham mais de 90% de identidade de sequéncia entre
si e formam um grupo extremamente estreitamente relacionado (BAKER; BAKER,
2005). As relacbes de sequéncia de aminodacidos fornecidas acima mostram que as
Lfs formam uma familia de sequéncias altamente conservada, mas a identidade da
sequéncia entre Lfs e Tfs ndo € muito menor, de 60 a 65% (BAKER; BAKER, 2012).

A cadeia polipeptidica de aminoacidos de lactoferrina € composta de estruturas
de folhas com hélice e com pregas que criam dois dominios para cada lobo (dominios
l e Il) (Figura 1 A) (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ,
2009; MAZURIER; SPIK, 1980). Os lobos N e C possui sitios de ligacdo ao ion Fe3*
sinergicamente com o ion carbonato (CO3?"). Os quatro ligantes de proteinas, mais o
anion COs? ligado de forma sinérgica, séo ligados covalentemente ao ion metdlico,
que reticula os dois dominios que o envolvem. Os aminoacido que contribuem para a
ligacdo dos ions férricos na fenda sdo Asp-60, Tyr-92, Tyr-192 e His-253 no lobo N
(Figura 1 B) e Asp-395, Tyr-433, Tyr-526 e His-595 no l6bulo C, enquanto Arg esta
envolvido na ligacdo com o ion COs* (BAKER; BAKER, 2005; STEIJNS; VAN
HOOIJDONK, 2000). Estes quatro ligantes de proteina (2 Tyr, 1 Asp, 1 His) fornecem
trés cargas negativas para equilibrar a carga 3+ de Fe®*, juntamente com um terminal
N em hélice e a cadeia lateral Arg cuja carga positiva equilibra a carga negativa no
CO3? anion (BAKER; BAKER, 2005).
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Figura 1 (A). Modelo de predicdo da estrutura molecular de uma lactoferrina do leite humano com
ligacéo ao ferro e com o lobo N & esquerda e o lobo C a direita. Em cada I6bulo, o dominio 1 estd em
ouro e o dominio 2 esta em verde. A a-hélice que une os dois lobos esta em ciano. A hélice do terminal
C, que pode mediar interacGes cooperativas entre os lobos, esta em azul escuro. Os dois ions Fe3+,
ligados na fenda interdominio de cada lobo, séo mostrados como esferas vermelhas. FIGURA 1 (B):
Sitio de ligacao ao ferro da lactoferrina. Sitio de ligacao do ferro no lobo N: duas tirosinas (Y92 e Y192),
um &cido aspartico (D60), uma histidina (H253) e um anion carbonato (CO3?%) juntamente com o residuo
de arginina (R121). Dois residuos basicos atras do local do ferro, uma arginina (R210) e uma lisina

(K301) ajudam a modular a liberacao de ferro.

Fonte: Baker; Baker; Kidd, (2002).

2.4  Atividade peptidica da lactoferrina

A lactoferrina exerce sua ac¢do antimicrobiana ndo apenas na forma de
molécula intacta, mas os lobos monoférricos e os peptideos ativos da lactoferrina
também desempenham um papel na defesa do hospedeiro contra doencas
microbianas (LIZZI et al.,, 2009). A lactoferrina € uma fonte rica de peptideos
antimicrobianos catiénicos e hidrofébicos, que podem ser usados contra microbios.
Esses peptideos antibacterianos que sdo parte da cadeia polipeptidica da lactoferrina
e séo liberados na proteodlise desta molécula por varias enzimas proteoliticas podem
ser desenvolvidos em moléculas principais clinicamente Uteis para a terapéutica

antimicrobiana (SINHA et al., 2013).

Varios peptideos funcionais sao produzidos a partir de Lf pela acado de enzimas
proteoliticas, e muitos peptideos antimicrobianos derivados de Lf foram isolados e
caracterizados. Trés peptideos foram estudados com algum detalhe (BRUNI et al.,
2016; SINHA et al.,, 2013). Estes sao LF1-11, lactoferrampina e lactoferricina. As



24

sequéncias destes peptideos indicam que estes peptideos pertencem a metade N-
terminal da lactoferrina (Figura 6). Hidrofobicidade, cationicidade e conformacéo
helicoidal desses peptideos antimicrobianos sao as caracteristicas importantes que
determinam sua poténcia antimicrobiana (VOGEL et al., 2002). Todos esses
peptideos tém altos valores de pl (> 9) e espera-se que interajam com elementos
carregados negativamente. A maioria deles causa despolarizacdo da membrana
(como os antibidticos colistina e polimixina B). Entretanto, mecanismos complexos,
como a inibicdo da sintese de macromoléculas e acdo sinérgica com compostos da

imunidade inata do hospedeiro também foram descritos (BRUNI et al., 2016).
24,1 Lf1-11

Lf (1-11) é o oligopeptideo que inclui os primeiros onze residuos de
aminoacidos da molécula Lf. A comparacdo da sequéncia de Lf (1-11) de seis
espécies de mamiferos (Tabela 2) mostra que algumas caracteristicas importantes,
como a natureza altamente catidnica do peptideo, sdo mantidas (pl> 11, variando de
11,70 (bovino) a 12,5 (humano) e os residuos hidrofébicos valina e triptofano V6 e W8

sdo conservados em todas as espécies.

Seguindo os resultados antifingicos in vitro e a atividade in vivo de hLf (1-11)
contra C. albicans resistente ao fluconazol foi investigada usando camundongos
neutrocitopénicos infectados com C. albicans Y01-19. Uma reducdo dos sinais e
sintomas clinicos da infec¢éo foi observada com uma dose de 0,4 ug / kg de peso
corporal, muito menor do que a encontrada em experimentos in vitro (BROUWER,;
RAHMAN; WELLING, 2011). A explicacdo mais provavel para o nivelamento dos
efeitos antifingicos do hLf (1-11) é que o peptideo induz multiplos processos que

contribuem de forma diferente para sua atividade antifungica (BRUNI et al., 2016).

O mecanismo de acao antifungica de LF1-11 pode ser devido aos danos
mitocondriais, com o ATP extracelular sendo essencial, mas néo suficiente para LF1-
11 exercer sua atividade candidacida. Em estudos posteriores, descobriu-se que a
absorcéo de calcio pelas mitocdndrias € vital para matar Candida albicans pelo LF1-
11 (SINHA et al., 2013).
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Tabela 2. Comparacdo da sequéncia de aminoacidos Lf (1-11) em Lf de diferentes espécies de

mamiferos.
Espécies Nome popular Sequéncias

Homo sapiens Humana GRRRSVQWCAV
Bovinae Bovina APRKNVRWCTI

Bubalus Bufalo APRKNVRWCTI

Equidae Equino APRKSVRWCTI

Capra aegagrus hircus Cabra APRKNVRWCAI
Camelus Camelo ASKKSVRWCTT

Para os diferentes aminoéacidos, as cores indicam: azul = carga positiva (R, K, H); preto = carregado negativamente
(D, E); vermelho = hidrofébico (I, L, V, A, P, M F, Y, W); verde = hidrofilico (S, T, E, Q, N, C e G).

Fonte: adaptado de Bruni et al., (2016).

A importancia das trés argininas (R2-R4) para a potente atividade
antimicrobiana deste peptideo foi estabelecida quando os peptideos sintéticos sem 0s
primeiros trés residuos N-terminais foram considerados menos eficazes na morte de
bactérias (SINHA et al., 2013).

2.4.2 Lactoferricina

Lactoferricina (Lficin) € um peptideo multifuncional de 25 residuos gerado ap6s
a clivagem da lactoferrina nativa pela pepsina e representa os residuos de
aminoacidos 17-41 na lactoferrina. O péptido lactoferricina € diferente dos outros
péptidos descritos, na medida em que contém uma ligacdo dissulfeto entre os
residuos Cys 20 e Cys 37 na lactoferrina humana e Cys 19 e Cys 36 na lactoferrina
bovina. O peptideo possui uma abundéancia de aminoacidos basicos como lisina e
arginina, bem como residuos hidrofébicos como triptofano e fenilalanina (SINHA et al.,
2013).

A Lactoferricina bovina (bLfcin) quanto a lactoferricina humana (hLfcin) existem
como uma a- hélice anfipatica em Lf, mas, apds a digestdo com pepsina, a primeira é
transformada em grampo de folha B anfipatica em um ambiente aquoso, enquanto o
ultimo (modelo mais volumoso) também possui uma folha B paralela que é perdido
apos a digestao, preservando a a-hélice. A retencao da regido a- helicoidal em hLfcin

pode estar diretamente relacionada ao comprimento adicional do peptideo. A Tabela



26

3 mostra a estrutura de Lfcin de diferentes origens. A sequéncia atual de hLfcin contém
este loop, mas, neste caso, uma segunda ligacao dissulfeto estende a estrutura geral,
que é cerca de duas vezes mais longa que a bLfcin. hLfcin é composto por dois
fragmentos correspondentes a 1-11 e 12-47 conectados por uma ponte dissulfeto
(BRUNI et al., 2016; HUNTER et al., 2005).

Tabela 3. Comparacao da sequéncia de aminoacidos da lactoferricina para diferentes espécies de

mamiferos.
Espécies Nome popular Sequéncias
Homo sapiens Humana TKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDS
Bovinae Bovina FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF
Bubalus Bufalo LKCHRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF
Equidae Equino AKCAKFQRNMKKVRGPSVSCIRKTS
Capra aegagrus
hircus Cabra SKCYQWQRRMRKLGAPSITCVRRTS
Camelus Camelo KKCAQWQRRMKKVRGPSVTCVKKTS

Para os diferentes amino&cidos, as cores indicam: azul = carga positiva (R, K, H); preto = carregado
negativamente (D, E); vermelho = hidrofébico (I, L, V, A, P, M F, Y, W); verde = hidrofilico (S, T, E, Q,
N, Ce G).

Fonte: adaptado de Bruni et al., (2016).

A lactoferricina é um peptideo potente como agente antibacteriano em
comparacao com a lactoferrina intacta e demonstrou causar uma rapida perda da
capacidade de formacao de colonias na maioria de seus alvos. No entanto, algumas
cepas como Pseudomonas fluorescens, Enterococcus faecalis e Bifidobacterium
bifidum foram consideradas resistentes a lactoferricina (SINHA et al.,, 2013). A
atividade antibacteriana deste peptideo foi atribuida a sua acédo de liberacdo de
lipopolissacarideo de cepas bacterianas e, portanto, a interrup¢do da permeabilidade
da membrana citoplasmatica ap6s a ligacédo celular (FLORES-VILLASENOR et al.,
2010). Além de ter um amplo espectro antibacteriano, a lactoferricina foi considerada
altamente potente contra Candida albicans (MURATA et al., 2013). Recentemente,
também foi demonstrado que tem atividades antivirais e antiprotozoarias. Ele também
exibiu outras atividades como inibicdo de metastases tumorais e inducéo de apoptose

em células leucémicas humanas (BRUNI et al., 2016).
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2.5 Atividade antibacteriana da lactoferrina

A atividade antibacteriana do Lf tem sido amplamente documentada in vitro e
in vivo para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e em algumas bactérias

resistentes ao alcool-acido.

A Lf inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
incluindo Listeria monocytogenes (RIPOLLES et al., 2015), Escherichia coli,
Salmonella enteritidis (BRANEN; DAVIDSON, 2000), Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Streptococcus mutans, Bacillus stearothermophilus e Bacillus
subtillis (RAMOS-CLAMONT et al., 2010). Também possui efeito bactericida e
bacteriostatico in vivo e em modelos animais contra multiplas cepas de Helicobacter
pylori. E importante destacar que Lf também atua nas cepas resistentes a antibioticos
de Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus
resistentes a metacilina, Klebsiella pneumoniae resistente a meticilina e
Mycobacterium  tuberculosis, (RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO;
RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005). Também se demonstrou que a Lf é eficaz
contra cepas de Haemophilus influenzae que podem se ligar a célula hospedeira
(GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009; JENSSEN;
HANCOCK, 2009; MORENO-EXPOSITO et al., 2018).

2.6 Atividade antiviral

Além de possuir uma atividade antimicrobiana de amplo espectro contra
bactérias e fungos, a lactoferrina é capaz de inibir a replicacdo de uma ampla gama

de virus.

Estudos vem indicando que a Lf possui forte atividade antiviral contra um amplo
espectro de virus RNA e DNA, como virus Sindbis (WAARTS et al.,, 2005),
citomegalovirus (ANDERSEN et al., 2001; BELJAARS et al., 2004), virus do herpes
simplex (MARCHETT!I et al., 2004), virus da floresta Semliki (WAARTS et al., 2005),
poliomavirus humano (LONGHI et al., 2006), papilomavirus humano (DROBNI;
NASLUND; EVANDER, 2004), echovirus (AMMENDOLIA et al., 2007), virus da
imunodeficiéncia humana (PUDDU et al., 1998) e rotavirus (SUPERTI et al., 2001). A
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maioria desses estudos sugere que Lf inibe a entrada do virus na célula hospedeira,

em vez de agir em sua replicacao.

Wong et al. (2014), demonstrou que a Lf possui uma poderosa atividade
inibitéria contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), enquanto alguns
fragmentos de LF, como a lactoferricina, exercem uma acao inibitéria leve na
transcriptase reversa do HIV-1 e na integrasse do HIV-1. De acordo com Carthagena
(2011), a LF pode interferir na transmisséo do HIV-1 no nivel da mucosa, bloqueando
sua ligacao as células epiteliais e com a transmisséo das células dendriticas as células

T CD4*, duas etapas cruciais na difusdo do HIV da mucosa para o tecido linféide.

Um segundo mecanismo € bloquear moléculas na superficie celular, que o virus
reconhece como receptores ou correceptores. Esses virus normalmente utilizam
moléculas comuns na membrana celular para facilitar sua invaséao nas células. Essas
moléculas, incluindo os proteoglicanos heparano sulfato (HSPGs), fornecem os
primeiros locais de ancoragem na superficie celular e ajudam o virus a fazer contato

primario com as células hospedeiras (BELTING, 2003).
2.7  Atividade antifungica

A atividade antifingica de amplo espectro da Lf ou suas fracBes contra
leveduras e bolores esta bem documentada (SILVA et al., 2013; VAN DER DOES et
al.,, 2012). A atividade antifungica, inibe o crescimento de diferentes fitopatdégenos,
como Aspergillus niger e Trichoderma viride (LAHOZ et al., 2008), de fungos
dermatofiticos como Trichophyton mentagrophytes (FERNANDES; CARTER, 2017,
SHARMA et al., 2019) e inibe a germinacao de esporos e o crescimento micelial de
Botrytis cinerea em um periodo de tempo e dose dependente (WANG et al., 2013).
Entretanto, a maioria dos estudos sobre a atividade antifangica de Lf foi realizada com
espécies do género Candida, mais amplamente estudada é a sua atividade em
membros das espécies de Candida, com Candida tropicalis, Candida krusei e Candida
albicans exibindo o maior nivel de suscetibilidade, enquanto Candida glabrata tem o
menor (FERNANDES; CARTER, 2017), provavelmente devido ao fato de a maioria
das espécies serem patdgenos humanos (ACOSTA-ZALDIVAR et al., 2016).
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2.8 Purificagéo de lactoferrina de distintos mamiferos e suas aplicacdes

A Lf tem sido purificada de varios mamiferos, como a LF de leite humano
(MORADIAN; SHARBAFI; RAFIEI, 2014; YUGIS et al., 2015), Lf bovina e do colostro
bovino (TITOV et al., 2016; WU; XU, 2009), Lf suina (CLAMONT, et al. 2010), Lf de
camelo (RAEI et al., 2015), Lf de cabra (ABBAS; DOOSH; YASEEN, 2015) (Tabela
4).

A Sephadex G-75 e a Sephadex g-100 séo uteis no trabalho com proteinas e
outras macromoléculas onde sua estabilidade fisica relativamente pobre ndo é um
obstaculo. A resina Sephadex G-75 é para purificacdo de moléculas € um meio de
filtracdo em gel usado em cromatografia de filtragdo em gel e cromatografia de
proteinas. O uso da Sephadex G-75 sdo a dessalinizacao, remoc¢ao de contaminantes
e transferéncia rapida para um novo tampao em uma unica etapa. Adequado para
troca de tampao e limpeza de grandes biomoléculas com peso molecular até 80KDa.
A Sephadex G-75 tem sido usada para estudar a cistatina do cérebro de mamiferos e
para purificar metaloproteinase pré-coagulante do veneno de cascavel
(STELLWAGEN, 2014).

A Sephadex G-100 é um meio de filtracdo em gel usado em cromatografia de
proteinas, cromatografia de afinidade e cromatografia de filtracio em gel. E um meio
de filtracdo em gel frequentemente citado para dessalinizacdo e troca de tampao de
moléculas muito grandes. Preparado reticulando dextrano com epicloridrina. Os
produtos da Sephadex diferem em seu grau de reticulagéo e, portanto, em seu grau
de intumescimento e na faixa de fracionamento molecular. A faixa de fracionamento
simples é adequada para purificacdo de DNA em coluna de rotacdo (de pequenas
moléculas contaminantes) para uso em hibridiza¢es. Foi utilizado para purificar a
enzima polifenoloxidases isolada de banana por filtracdo em gel. A faixa de
fracionamento médio é indicada para “Médio” indica um grande tamanho de particula
para uso em separagdes de grupos em grande escala, onde altas taxas de fluxo e
baixas pressdes operacionais sdo necessarias. O Superfino € um meio de filtracdo em
gel usado em cromatografia de proteinas, cromatografia de afinidade e cromatografia
de filtracdo em gel (STELLWAGEN, 2014).
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A lactoferrina humana e bovina tem regifes de peptideo catibnico fortes que
Sao responsaveis por uma seérie de caracteristicas de ligacado importantes (STEIINS;
VAN HOOIJDONK, 2000). A purificacdo da Lf realizada com Sephadex G-75 (gel —
filtracdo) que tem a capacidade de separar moléculas com peso molecular na faixa de
3-80 kDa. Observou—se nesse estudo, a partir do perfil de eletroforegrama que a
fracao de purificacdo usando Sephadex G-75 é capaz de separagao de proteinas com
peso molecular na faixa de 80 kDa. No entanto, ainda ndo estad completamente
purificado devido a separagdo ser baseada apenas no peso molecular, ndo na carga
de proteina. Neste mesmo estudo, realizou a purificacdo da Lf com Sephadex G-100
gue separa moléculas na faixa de peso de 4-150 kDa, onde mostrou que ndo havia
banda na faixa de 80 kDa. Isso pode ser devido as moléculas da faixa de peso da
Sephadex G-100 serem muito grandes. A desvantagem do uso de acondionamento
manual também pode ser prejudicada no processo de purificacao, visto que era dificil
determinar a liberacdo de Lf da resina (YUGIS et al., 2015).

Tabela 4. Resinas utilizadas na cromatografia liquida de purificacdo de lactoferrinas de equino, camelo,

caprino, bovino e humano.

Origem Coluna Capacidade Técnica Referéncias
Lactoferrina de _ . (KIM et al.,
. Sephadex G-100 4 a 150 KDa | Gel Filtragcéo
equino 2009)
Lactoferrina de Sephadex G-75 1 a 80 KDa _ B (YUGIS et al.,
_ Gel Filtracdo 2015
caprino Sephadex G-100 | 4 a 150 KDa )
Lactoferrina do (ABBAS;
colostro de CM Sephadex C-50 | 30 A 100KDa | Troca lénica DOOSH;
caprino YASEEN, 2015)
Lactoferrina do (MORADIAN;
colostro de CM Sephadex C-50 | 30 a 100 Kda | Troca l6nica SHARBAFI;
bovino RAFIEI, 2014)
Lactoferrina de _ (VIJAYAN et al.,
, CM Sephadex C-50 | 30 a 100 Kda | Troca Iénica
caprino 2017)

Fonte: Autor, (2021).

Kim et al.,, (2009) realizou a purificacdo da lactoferrina de equinos por

cromatografia em duas etapas. A cromatografia de lactoferrina de equinos em
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Sephadex G-100 resultou em 3 picos e ap6s andlise de SDS-PAGE as fracdes
contendo lactoferrina (15-28 fracdes) foram reunidas e aplicadas na coluna Toyopeal-
AF-Heparin-650m (cromatografia por afinidade) que resultou em 3 picos. Apés a
andlise de SDS-PAGE obteve o peso molecular para a lactoferrina de égua da

Mongolia de 81 kDa aproximado ao peso molecular de 82 kDa da lactoferrina.

2.9 Técnicas de isolamento e purificacdo de proteinas

2.9.1 Técnica de precipitacdo salina (salting-out)

O mecanismo de precipitacdo salina (salting-out) é baseado na solvatacdo
preferencial devido a exclusdo do co-solvente (sal) da camada de agua intimamente
associada com a superficie da proteina (camada de hidratacdo). A camada de
hidratacdo, normalmente 0,3 a 0,4 g de agua por grama de proteina que desempenha
um papel critico na manutencdo da solubilidade e da conformacédo nativa
corretamente dobrada (WINGFIELD, 1998).

Esse ordenamento das moléculas de agua resulta em uma perda de entropia
e, portanto, € energeticamente desfavoravel. Quando o sal é adicionado a solucéo, a
tensdo superficial da agua aumenta, resultando em maior interacao hidrofébica entre
a proteina e a agua. A proteina responde a essa situacdo diminuindo sua area de
superficie em uma tentativa de minimizar o contato com o solvente - conforme
manifestado pelo dobramento e, entdo, a auto-associacdo levando a precipitacao.
Tanto o dobramento quanto a precipitacéo liberam agua retida, aumentando a entropia
do sistema e tornando esses processos energeticamente favoraveis (WINGFIELD,
1998).

O aumento da tensdo superficial da agua pelo sal segue a conhecida série
Hofmeister. Consequentemente, como uma aproximagao, 0s sais que favorecem a
salinizacdo aumentam a tensdo superficial da dgua ao maximo. A sequéncia
estabelecida para os anions ordenados da maior para a menor precipitacéo é COs? >
S04% > S203% > H2PO4* > F > Cl > Br = NOz > I > ClO4 > SCN, e para cations:
(CH3)aN* > Cs* > Rb* > NHs4* > Na* > Li* > Mg?* > Ca?* (HYDE et al., 2017).

O sulfato de amonio, (NH4)2SO4, é frequentemente usado para precipitacao

salina (salting-out) por causa de sua alta solubilidade, que permite solu¢des de forca
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ibnica muito alta, baixo preco e disponibilidade de material puro. Além disso, NH4* e
S04? estdo no inicio de suas respectivas séries Hofmeister e mostraram estabilizar a
estrutura da proteina (BURGESS, 2009).

A principal deficiéncia de usar a precipitacao salina (salting-out) para purificar
proteinas, no entanto, € que os contaminantes frequentemente precipitam com a
proteina de interesse. Para obter uma amostra de proteina pura, sdo necessarias
outras etapas de purificacdo, como cromatografia de troca ibnica e cromatografia de
filtracdo em gel. Além disso, a proteina estd em uma alta concentracéo de sal no final
do experimento. A dialise é geralmente o melhor método para remover (NH4)2SO4 de
uma amostra. Aplicar uma amostra com uma alta concentragao de (NH4)2SO4 a uma
coluna de dessalinizacéo € desaconselhavel, pois isso pode causar a compressao do
meio da coluna (DUONG-LY; GABELLI, 2014).

2.9.2 Cromatografia de proteinas e tipos de suportes

A cromatografia de troca ibnica € uma técnica de purificacdo bastante utilizada
quando a composi¢cado da proteina é parcial ou totalmente conhecida. Nesse ponto é
importante considerar o potencial isoelétrico (pl) da molécula a ser purificada. Os
diferentes graus de afinidade eletrostatica entre o trocador e os ions da fase movel
regem esta técnica que € baseada na adsorcédo reversivel e diferencial dos ions da
fase movel pelo grupo trocador da matriz. A diferenca de afinidade entre os ions da
fase movel e a matriz é devida a diferencas de carga, sendo possivel controla-la por
pH e forca ibnica (FERRARI et al., 2010).

A cromatografia liquida de proteinas € a técnica de isolamento mais empregada
atualmente. As proteinas sao purificadas usando técnicas de cromatografia que as
separam de acordo com as diferengcas em suas propriedades especificas, como
tamanho, hidrofobicidade, carga, biorreconhecimento (especificidade do ligante) e
ponto isoelétrico (REILAND, 1971).

Essa técnica também tem sido frequentemente referida por varios outros
nomes, incluindo permeacdo de gel, excluséo de gel, exclusdo de tamanho e
cromatografia de peneira molecular. O principio basico da filtracdo em gel € bastante

direto. As moléculas séo particionadas entre uma fase movel e uma fase estacionaria
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(compreendendo uma matriz porosa de porosidade definida) em funcdo de seus
tamanhos relativos. Uma coluna construida de tal matriz, normalmente em forma de
granulo, tera dois volumes de liquido mensuraveis, o volume externo, que consiste no
liguido entre os granulos, e o volume interno, que consiste no liquido dentro dos
granulos. Apos a aplicacdo da amostra, moléculas maiores do que os poros da matriz
de fase estacionaria serdo excluidas do volume interno dentro dos granulos e,
portanto, migrardo muito rapidamente através da coluna. Enquanto as moléculas séo
menores do que os poros da matriz, assim como aqueles de tamanho intermediario,
se equilibrardo com os volumes de liquido externo e interno, fazendo com que eles
migrem muito mais lentamente. As moléculas sdo, portanto, eluidas em ordem
decrescente de tamanho molecular. O volume de eluicdo e de uma molécula particular
depende da fracdo da fase estacionaria disponivel para a difusdo (O’FAGAIN;
CUMMINS; O'CONNOR, 2017).

A cromatografia de gel filtrac&o pode ser aplicadas por duas maneiras distintas.
A primeira aplicacdo da cromatografia de gel filtracdo é para separacdes de grupos,
em que, 0s componentes de uma amostra sdo separados em dois grupos principais
de acordo com a faixa de tamanho, ou seja, € uma separac¢ao de grupo pode ser
usada para remover contaminantes de alto ou baixo peso molecular ou para
dessalinizacdo e troca de tampao. A segunda aplicacdo é no fracionamento de alta
resolucdo de biomoléculas: os componentes de uma amostra sdo separados de

acordo com as diferencas em seu tamanho molecular (REILAND, 1971).

A cromatografia de afinidade € um dos métodos de separacdo mais seletivos
para proteinas. Embora fosse usada somente ocasionalmente como uma técnica
intermediaria para isolar proteases de veneno, tem sido utilizada extensivamente para
remover impurezas restantes em amostra, e também tem sido acoplada a outros
meétodos de deteccdo. Além do seu interesse tecnoldgico, esta técnica € um
instrumento excelente para compreender 0s mecanismos que sdo a base da interagao
da enzima e do inibidor (FERRARI et al., 2010).

2.10 Fluorimetria de proteinas

A luminescéncia € a emissao de luz de qualquer substancia, e ocorre a partir

de estados eletronicamente excitados. A luminescéncia é formalmente dividida em
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duas categorias - fluorescéncia e fosforescéncia — dependendo da natureza do o
estado de excitacdo. Em estados singlet excitados, o elétron no orbital excitado é
emparelhado (por rotacdo oposta) ao segundo elétron no orbital do estado
fundamental. Consequentemente, o retorno ao estado fundamental € permitido pelo
spin e ocorre rapidamente pela emissdao de um foton. As taxas de emissdo de
fluorescéncia sdo tipicamente 108 s, de modo que um tempo de vida tipico da
fluorescéncia é préximo a 10 ns (10 x 10~° s) (LAKOWICZ, 2006).

Véarios ensaios fluorescentes para quantificacdo de proteinas foram
desenvolvidos na tentativa de aliviar as dificuldades apresentadas ao usar ensaios
baseados em absorbancia (HELD, 2006). As moléculas de proteinas carboniladas
podem ser analisadas por uma série de técnicas analiticas com base em uma
derivatizacdo quimica especifica de grupos carbonil com hidrazinas, hidrazidas e
hidroxilaminas que podem ser detectados espectrofotometricamente, usando o kit
ELISA ou Método de Western blot. Outros métodos analiticos, como cromatografia,
espectrometria de massa e espectroscopia de fluorescéncia também pode ser
aplicado para realizar a quantificacdo de moléculas carboniladas. Para o0 método
espectrofotométrico de quantificacdo de proteinas carboniladas, 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) é geralmente usado como um reagente de derivatizacéo
(CROPOTOVA; RUSTAD, 2019).

Diversas revisdes e monografias Uteis resumiram as propriedades espectrais
das proteinas (ENGELBORGHS, 2005). As proteinas contém trés residuos de
aminoacidos que contribuem para sua fluorescéncia ultravioleta, que geralmente séo
descritos por suas abreviacdes de trés ou uma letra. Estes sao tirosina (tyr, Y),
triptofano (trp, W) e fenilalanina (phe, F) (LAKOWICZ, 2006).

A analise da fluorescéncia da proteina dependente do tempo € dificultada pelo
fato de que o decaimento da fluorescéncia de um Uunico residuo de triptofano
geralmente ja € multiexponencial, enquanto muitas proteinas contém mais de um
triptofano (ENGELBORGHS, 2005).

A espectroscopia de fluorescéncia é um método apropriado para determinar a
interacdo entre um ligante de pequena molécula e uma bio-macromolécula. A partir

de medicdes e andlises de pico de emisséo, eficiéncia de transferéncia de energia,
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tempo de vida, polarizacdo de fluorescéncia etc., uma vasta quantidade de
informacBes sera obtida sobre as flutuacbes estruturais e o microambiente do

fluoréforo em macromoléculas (CHEN et al., 2006).

Os dados espectrais de fluorescéncia sdo geralmente apresentados como
espectros de emissdo. Um espectro de emissao de fluorescéncia € um grafico da
intensidade de fluorescéncia versus comprimento de onda (hanémetros) ou nimero
de onda (cm ~—1). Os espectros de emissdo variam amplamente e dependem da
estrutura quimica do fluoréforo e do solvente no qual esta dissolvido. Os espectros de
alguns compostos, como o perileno, mostram uma estrutura significativa devido aos
niveis individuais de energia vibracional do solo e dos estados excitados. Outros
compostos, como quinino, mostram espectros desprovidos de estrutura vibracional
(LAKOWICZ, 2006).

2.11 Fluorimetria de lactoferrina

Vérios estudos de fluorescéncia de proteina vem sendo realizados com
lactoferrina, como o estudo de Fan et al. (2006), que investigou a ligacado do mesilato
de pefloxacina (PFLX) a lactoferrina bovina (BLf) e albumina sérica humana (HSA) em
solucdo aquosa diluida usando espectros de fluorescéncia e espectros de
absorbancia. Bem como, Chen et al., (2006) investigou a reacdo de ligacdo entre
lomefloxacina e BLf, os parametros de ligacao e eficiéncia de transferéncia de energia
foram medidos e verificou o efeito da lomefloxacina nas alteragbes conformacionais
do BLf.

A reacgéo com a ligagdo da tosufloxacina ao BLF foi estudada, e os parametros
de ligagdo, bem como a eficiéncia de transferéncia de energia, também foram medidos
com base no modelo de ligac&o ao local. O procedimento de desdobramento do BLF
induzido pela tosufloxacina foi investigado usando o diagrama de fase de
fluorescéncia (GUO et al., 2011). A interacao entre lactoferrina bovina (bLf) e cloridrato
de tetraciclina (TCH) foi pesquisada por termoforese em microescala (MST), métodos
multiespectroscépicos e técnicas de docking molecular. Os resultados de
fluorescéncia normal mostraram que o TCH extinguiu eficazmente a fluorescéncia

intrinseca de bLf por meio de extingdo estéatica (SUN et al., 2018).
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A interacdo molecular entre bLf e EGCG foi estudada e observou-se que EGCG
tornou a estrutura bLf mais compacta, fazendo alteracées na estrutura terciaria. no
entanto, ndo h& pesquisas estudando os efeitos da tetraciclina nas alteracdes
estruturais e conformacionais de bLf (SUN et al., 2018).

(HUANG et al., 2018) investigou a implicacdo biolégica da interacdo entre o
fibrinogénio e o resveratrol e observaram que o fibrinogénio fortaleceu a estabilidade
do resveratrol. Este mesmo estudo, investigou as interacbes entre 3 compostos
flavondides e amilase, e os resultados mostraram que os 3 compostos flavonodides

sdo inibidores eficazes da amilase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Empregar distintas técnicas de purificacdo de lactoferrina-Lf presente no leite
de bubalinos, monitorando a purificacdo por técnicas fluorimétricas e

espectrofotometria.
3.2 Objetivos especificos:
Purificar lactoferrina de bufala por cromatografia liquida acoplada FPLC.
Monitorar a purificacdo e caracterizacdo de lactoferrina por técnicas de fluorimetria.

Monitorar a purificagdo e caracterizagdo de lactoferrina por técnicas de
espectrofotometria.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do leite

O leite foi obtido de bubalinas mesticas com predominancia da raca Murrah da
Fazenda Leiteira Castanha Grande da Empresa Bufalo Biu ho municipio Séo Luiz do
Quitunde — AL.

Apos a coleta, o leite de bufalo foi armazenado e acondicionado a 4°C até ser

congelado no freezer para o posterior processamento.

O processamento do leite de bufalo foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia e Enzimologia — LBE da Universidade Federal de Alagoas — Campus
A.C. Simdes.

4.2 Processamento do leite

O processamento do leite de bubalino iniciou-se com a remogé&o da gordura por
centrifugagéo (2.000 x g, 30 minutos, 4°C). O leite desnatado obtido na etapa de
remocao da gordura foi acidificado até o pH 4,6 (pl da caseina) com HCI 1 N a 25°C
e a remocdo do precipitado (caseina) ocorreu por centrifugacdo (10.000 x g, 30
minutos, 4°C) obtendo o soro acido como sobrenadante e a caseina como precipitado.
Nessa etapa do processamento o soro acido é neutralizado a pH 6,8 com NaOH 1 N

a 25°C e destinado para a etapa de precipatacao sailana por salting out. (Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma do protocolo processamento.

LEITE DE BUFALO

[ Separacao da gordura por centrifugacdo (2000 xg, 30 minutos, a 4°C). }

LEITE DESNATADO

Adicdo 1 N HCI até o pH 4.6 a temperatura ambiente.
Remocéao do precipitado por centrifugacdo (10000 xg, 30 minutos, a 4°C).

SORO ACIDO

Neutralizar com 1 N NaOH até o pH 6.8 a temperatura ambiente.
Remocéo do precipitado por centrifugacdo (10000 xg, 30 minutos, a 4°C).

\ 4

SORO NEUTRALIZADO

Precipitacdo salina das proteinas do soro por salting-out.

PURIFICAGAO DE LACTOFERRINA POR
CROMATOGRAFIA

Fonte: Autor, (2021).
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4.3 Protocolo de purificacdo por cromatografia

O soro acido foi neutralizado a pH 6.8 com NaOH 1N e a remocdo do

precipitado ocorreu por centrifugacéo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C).
4.3.1 Precipitagéo salina (salting-out)

ApoOs a obtencdo do sobrenadante neutralizado mediu-se o volume da amostra para

adicao de sulfato de amoénio de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5. Quantidade de sulfato de sodio para a precipitagéo salina.

Percentage saturation at 0°
20 25 30 35 40 45 50 55 a0 vkl 70 75 80 85 a0 a5 100

Initial concentration

of ammonium sulfate Solid ammonium sulfate (grams) to be added to 1 liter of solution

0 106 134 1e6d 194 226 258 191 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697

5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 206 54 82 111 141 172 204 237 271 300 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 B4 115 146 179 211 245 280 31y 355 395 436 478 512
in 0 28 56 8 117 148 181 214 249 285 323 352 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 50 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 b2 95 129 184 201 239 279
65 0 3l 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 17
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 70
95 0 35
100 0

FONTE: WENG, 2007.

Foi adicionado sulfato de aménio em quantidades proporcionais para 0s
seguintes perfis salinos de saturacao (0-20%), (20-40%), (40-60%) e (60-80%). O sal
foi adicionado lentamente na amostra em banho de gelo até a solubilizacéo, seguido
de agitacdo em banho de gelo por 3 horas. Durante 30 minutos o sobrenadante salino
de cada perfil de salting-out foi centrifugado a 10.000 x g a temperatura a 4°C. Os
precipitados foram ressuspendidos em tampéao fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7 e 0
sobrenadante foi armazenado (fragbes 0-20%, 20-40%,40-60% e 60-80%) foram
armazenados. Os precipitados ressuspendidos foram inseridos em membrana de
dialise, onde foram dialisados em 2 litros de tampé&o fosfato de potassio 0,2 M pH 7.7
em banho de gelo. O tampéao foi trocado trés vezes a cada 3 horas e a ultima troca foi

mantida overnight (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma do protocolo do fracionamento proteico por precipitacdo salina (salting-out).

Precipitagdo salina das
proteinas do soro por salting
out

Adicao de sulfato de amonia
Remocéao dos precipitados por centrifugacdo (10,000xg, 30 minutos, 4°C)

Precipitados

Os precipitados séo ressuspendidos e dialisados com tampéo fosfato de
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Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford (1976) dos precipitados
ressuspendidos dialisados e sobrenadantes

Estudos Espectrocoépicos

Caracterizagédo fluorimétrica
Caracterizacdoespectrofotométrica

Fonte: Autor, (2021).

4.3.2 Purificacdo por cromatografia de filtracdo em gel (Sephacryl S-100)

Foi aplicada a frac&o de maior atividade advinda da precipitacdo salina em uma
coluna de excluséo molecular com resina Sephacryl S-100, com fluxo de 0,1 mL/min,
volume de leito de 50 mL, nas dimensdes de 60x1 cm conectado a um sistema AKTA
(GE). Ap0s o equilibrio da coluna com 1,5 volume de coluna, foi aplicado o volume de
300 uL da fracéo escolhida, coletando 2 mL de cada fracdo. Das fracbes foram
avaliadas a presenca de proteina pela absorbancia da amostra no comprimento de
onda de 280 nm onde as fracbes dos picos de absorbancia a 280 nm foram
concentradas em 10.000 x g as fragOes emergidas em gel filtracdo foram submetidas

a analises fluorimétricas nas condicbes de comprimentos de onda de excitacao e
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emissao de 295 nm e 300 - 550 nm, respectivamente (CHEN et al., 2006). A fracédo
com espectro de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina bubalina foi levada a

eletroforese (Figura 4).

Figura 4. Protocolo de purificacdo e caracterizacao.

Purificacdo

Coluna Sephagryl S-100 (1x60 cm) com fluxo de 0,1 mL/min, volume de
leito de 50 mL.
Tampao fosfato 0,2 M pH 7.7.

Cromatografia de
Absorvancia a 280 nm

Cromatografia de absorvancia a 280 nm das fragfes eluidas durante a
cromatografia liqguida com coluna Sephacryl S-100 (filtragédo em gel).

\ 4

Andlise espectrofotométricas a 280nm

\ 4

Concentracdo de proteinas

A 4

Caracterizacao fluorimétrica e espectrofotométrica

comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 295 nm e 300 - 550 nm,
respectivamente (CHEN et al., 2006).

\ 4

Eletroforese SDS-PAGE

[ Laemmli (1970) }

Fonte: Autor, (2021).
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4.4 Quantificacdo de proteinas

A quantificagédo de proteinas foi determinada segundo o método de Bradford et
al. (1976). No preparo do reagente de Bradford, dissolveu-se 102,4 mg de Coomassie
Brilliant, Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, a solucdo foi agitada durante 60
minutos, seguido de adicdo de 100 mL de acido Fosforico 85%. A solucdo obtida
completou-se para 1 L com agua deionizada e manteve-se sobre agitacdo durante 10
minutos. ApoGs a filtracdo em papel filtro, o reagente de Bradford foi armazenado
protegido da luz. A curva de calibracdo de proteinas foi construida empregando-se
albumina de soro bovino (1mg/mL) como padrao na faixa de constru¢do de 5 ug/100uL
a 55 pg/pn100pL. Adicionou-se 2500uL de reagente de Bradford em cubeta de 3 mL,
seguido de 100uL de solucdo padrdo de albumina em espectrofotdmetro, utilizando

100pL agua em lugar de solucéo padréo para referéncia.
45 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Preparou-se 2 géis de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE)
segundo Laemmli (1970) em condi¢des redutoras com as seguintes concentracdes
8% e 12%. Foi misturado as amostras proteicas com tampéao de amostra e submersos
em banho-maria a 90°C por 5 minutos para desnaturar, em seguida agitou-se com o
verX. Foi aplicada uma voltagem constante de 90 V. Para a deteccdo das bandas
correspondentes as proteinas, foi usado coloracdo com azul de Comassie (Comassie
Brilhant Blue R-250) em 16 horas de agitacéo e posteriormente lavado com solucéo
descorante (50% metanol e 10% &acido acético).

4.6 Estudos espectrofotométricos

Os espectros de absorcdo UV-visivel foram registrados em espectrofotdmetro
(Perkin Elmer UV/VIS). As concentracdes de trabalho da fracéo salina 40-60% e da
fracdo de lactoferrina purificada da coluna Sephagryl S-100 foi de 0,421 mg/mL e a
concentracéo de estudo da amoxicilina (sigma) 2,5 x 10 mol.L ™.

Em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm foi adicionado 2,500 pL de solucao de
tampéao Tris-HCI 0,05 mol L (0,01 mol.L-*NaCl) a pH 7.0 com adi¢cdes de 100 uL de
fracéo salina 40-60% (0,421 mg/mL), 100 uL de lactoferrina purificada (0,421 mg/mL)
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e 100 uL de amoxicilina (2,5x10° mol.L™?), respectivamente. Os espectros de absor¢do

foram registrados de 190 a 450 nm.
4.7  Estudos fluorimétricos

Apo6s a dosagem de proteinas pelo método de Bradford, os sobrenadantes
salinos e os precipitados ressuspendidos dialisados foram diluidos em tampé&o Tris-
HCI 0,05 mol L (0,01 mol.L NaCl) a pH 7.0 a fim de padronizar a concentracéo.
Seguindo, em uma célula de quartzo de 1,0 cm, as solucbes de precipitado
ressuspendido dialisados e sobrenadantes padronizados foram adicionadas a 2,5 ml
de tampao Tris-HCI 0,05 mol.L* (0,01 mol.L* NaCl) a pH 7.0, o intervalo da solugédo
foi gradualmente adicionado a célula usando um microinjetor. Sob a condi¢do do
aparelho, tanto da largura da fenda de entrada quanto da saida de saida de 5 nm e
velocidade de varredura de 240 nm / min, foram realizadas as analises fluorimétricas
para a obtencdo do espectro de extingdo de fluorescéncia das fracdes salinas de
salting—out utilizando os comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 295 nm e
300 - 550 nm, respectivamente (CHEN et al., 2006). As medidas foram realizadas em
triplicata em um fluorimetro de marca Shimadzu RF 5301PC na faixa de 300 nm-550

nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
51 Processamento do leite bubalino

No processamento de 490 mL de leite bubalino, obtemos uma massa de
gordura 41,806 g, um volume de leite desnatado de 440 mL, a massa de caseina de
53,104 g, o volume de soro acido de 380 mL, 14,683 g do precipitado e o volume de

soro neutralizado de 350 mL (Tabela 6).

Tabela 6. Balango de massa do processamento do leite de bufalo.

Amostra Volume (mL) Massa (Q)

Leite 490 -

Gordura do leite - 41,806
Leite desnatado 440 -

Precipitado (caseina) - 52,104
Soro acido 380 -

Precipitado neutralizado - 14,683
Soro neutralizado 350 -

Fonte: Autor, (2021).

5.2 Fracionamento da lactoferrina bubalina

Nesta etapa o soro neutralizado bubalino submetido a precipitagéo salina com
sulfato de amonio com os perfis de saturacao de (0-20%), (20-40%), (40-60%) e (60-
80%). O método adotado aumenta a eficiéncia da cromatografia liquida, melhorando
o fator de purificacdo da proteina, pois € um método de solubilidade simples, de baixo
custo e ndo acarreta a perda estrutural e da atividade da proteina. Nesta etapa fez-se
necessario o controle do tempo e temperatura para todos os fracionamentos do
processo. A Tabela 7 mostra a concentracéo de proteinas nas fragdes salinas no perfil
de salting-out de (0-20%), (20-40%), (40-60%) e (60-80%). Este método foi

monitorado por estudos fluorimétricos de acordo com Chen et al., (2006).

E possivel observar na Tabela 7, que as amostras do sobrenadante 60-80% e
do precipitado ressuspendido 60-80% teve suas concentracdes de proteinas elevas

182,8 mg/L e 26,40 mg/mL, respectivamente. Este valor elevado da concentragéo de
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proteinas é divido a presenca e sulfato de aménio nas amostras, por mais que, as
amostras foram submetidas ao processo e didlise o método de Bradford para
dosagem de proteinas é muito sensivel. Deste modo, o método de Bradford obtém

valores alterados devido a presenca de sais nas amostras.

O trabalho realizado Melo et al. (2018) ainda ndo publicado, mostra o estudo
fluorimétrico para obter o espectro de extingcéo de fluorescéncia da Lactoferrina Bovina
(0,842 mg/mL) e da Lactoferrina Comercial (Sigma) (0,842 mg/mL) utilizando a
condi¢cBes de comprimento de onda de excitacdo e emissao de 295 nm e 300-550 nm
relatada por Chen et al., (2006).



Tabela 7. Concentracao de proteinas nas fracdes salinas no perfil de precipitacao salina (salting-out).
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Concentracéo de ]
Amostra Volume (mL) ] Proteina total (g)
proteinas (mg/mL)
Sobrenadante 0-20% 330 3,438 1,134
Sobrenadante 20-40% 310 3,221 0,998
Precipitado ressuspendido
3,75 0,8262 0,003
20-40%*
Sobrenadante 40-60% 280 1,713 0,479
Precipitado ressuspendido
2,92 4,542 0,013
40-60%**
Sobrenadante 60-80% 260 182,8 47,52
Precipitado ressuspendido
11,08 26,40 0,292
60-80%0***

* 500 yL de tampéo fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7.
** 300 uL de tampéo fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7.
*** 1000 UL de tampéo fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7

Fonte: Autor, (2021).
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Baseando-se nas condigcbes de comprimento de onda de excitacéo e
emissdo de 295 nm e 300-550 nm relatada por Chen et al., (2006) em que
estudou a reacao de ligacao entre lomefloxacina e BLf e no estudo realizado por
Melo et al. (2018) em a bovino lactoferrina pura (SIGMA) apresenta um espectro
de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina na intensidade fluorimétrica e um
pico de emisséo extingdo de fluorescéncia em 332 nm. E possivel observar que
a Figura 5 mostra que os espectros de fluorescéncia das fracdes salinas dos
precipitados ressuspendidos (20-40%) e (40-60%) obtiveram o espectro de
extincdo de fluorescéncia caracteristico de lactoferrina bovina pura (sigma) com
de intensidade fluorimétrica de aproximadamente 332 nm nas condi¢cdes de
comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 295 nm e 300-550 nm,
respectivamente. Resultado semelhante foi observado em um estudo similar
realizado por Chen et al., (2006) em que detectou o espectro de fluorescéncia

da lactoferrina na regido de comprimento de onda Aex / Aem = 290/332 nm.

Figura 5. Espectro de fluorescéncia de lactoferrina bubalina das fragBes salinas dos perfis de
precipitagcéo salina (salting-out ) (pH 7, 290 nm).
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O precipitado ressuspendido (40-60%) (4,5442 mg/mL) foi destinado a
etapa de purificacdo devido a concentracdo de proteinas ser maior em relacéo

ao precipitado ressuspendido (20-40%) (0,8262 mg/mL).
5.3 Purificagéo por cromatografia liquida (Sephacryl S-100)

Foi aplicado 300uL do precipitado ressuspendido (40-60%) na coluna
cromatografica Sephacryl S-100 de gel filtracdo. Foram coletadas aliquotas de 2
mL que teve estimada a presenca de proteinas por Cromatografica de
absorvancia a 280 nm. A Figura 6 apresenta um perfil cromatografico da
absorvancia a 280 nm de elui¢cdo do precipitado ressuspendido 40 — 60% (300pL)

durante a eluicdo em cromatografia liquida com coluna Sephacryl S-100.

Figura 6. Perfil Cromatografico da absorvancia a 280 nm de eluicdo do precipitado
ressuspendido 40 — 60% (300uL) durante a eluicio em cromatografia liquida com coluna
Sephacryl S-100.
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E possivel observar que o perfil cromatogréafico da absorvancia a 280 nm
de eluicédo do precipitado ressuspendido (40-60%) (300uL) durante a eluicdo da
cromatografia liquida com coluna Sephacryl S-100 apresenta trés picos de
estimativa de proteinas, sendo o pico 1 as fra¢cdes dos tubos 12 a 16, o pico 2
as fracfes dos tubos 17 a 22 e o pico 3 as fracOes dos tubos 23 a 26. As fracdes
que compdem os picos 1 (12-16), 2 (17-22) e 3 (23-26) foram reunidos, e
submetidos a estudo fluorimétricos nas condi¢cdes de comprimento de onda de
excitacdo e emissao de 290 nm e 300-500 nm, respectivamente (Figura 7)
(CHEN et al., 2006).

Figura 7. Espectros de fluorescéncia da eluicdo das fracdes eluidas e reunidas do pico 1 (fracbes
12-16), pico 2 (fragBes 17-22) e pico 3 (fracdes 23-26) em cromatografia filtracdo em gel
Sephacryl S — 100 (pH, 7; 290nm).
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Fonte: Autor, (2021).

E possivel observar que as fragdes reunidas 12 a 16 referentes ao pico 1,
apresentou o espectro de extin¢cao de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina
comercial (Sigma, USA) com intensidade fluorimétrica de aproximadamente 332

nm baseado no trabalho de Chen et al.,, (2006), detectou o espectro de
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fluorescéncia da lactoferrina na regido de comprimento de onda Aex / Aem =
290/332 nm. Em um trabalho similar Sun et al., (2018) obteve o espectro de
fluorescéncia da lactoferrina bovina com intensidade fluorimétrica de

aproximadamente 333,6 nm.

As fragdes reunidas dos 3 picos foram concentradas com concentradores
proteicos (marca) por centrifugacéo (15000 r.p.m., 10 minutos, 4°C). Logo apos,
as fracdes reunidas foram submetidas e quantificacéo de proteinas pelo método
de Bradford e aos estudos fluorimétricos nas condi¢cdes de comprimento de onda
de excitacdo e emissdo de 290 nm e 300-500 nm, respectivamente (CHEN et al.,
2006). A Tabela 8 mostras as concentracdes de proteinas das fracdes reunidas
e concentradas dos 3 picos, onde a fragdo reunida 12 a 16 do pico 1 a

concentracéo de 0,9293 mg/mL.

Tabela 8. Teor de proteinas dos picos apds passar em concentradores de proteinas.

Concentragéao de )
Amostra Volume (mL) ) Proteina total (g)
proteina (mg/mL)

Pico 1: Fracdes (12 a 16) 6 0,9293 0,006
Pico 2: Fracdes (17 a 22) 7 0,1945 0,001
Pico 3: Fracdes (23 a 26) 8 - -

Fonte: Autor, (2021).

Observou-se na Figura 8, o Espectros de fluorescéncia dos picos 1 e 2
apos passar no concentrador de proteinas. As fracbes reunidas 12 a 16
referentes ao pico de eluicdo apresentou o espectro de extin¢ao de fluorescéncia
semelhante ao da lactoferrina com uma intensidade fluorimétrica de 350 nm. O
mesmo resultado foi observado por Chen et al., (2006) detectou o espectro de
fluorescéncia da lactoferrina na regido de comprimento de onda Aex / Aem =
290/332 nm. Em um estudo realizado por Huang et al., (2018), obteve o espectro
de fluorescéncia de lactoferrina deslocado com intensidade fluorimétrica na

regido aproximadamente 349 nm. O deslocamento é devido a criagdo de um
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ambiente mais hidrofébico, e com o aumento da polaridade do microambiente

ocorre o deslocamento da intensidade fluorimétrica.

Figura 8. Espectros de fluorescéncia dos picos 1 e 2 ap6s passar ho concentrador de proteinas.
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54  Eletroforese

Realizou-se o0 estudo de varredura dos eletroforese em gel de
poliacrilamida de 8% e 12% em condicdes redutoras. A amostra referente ao
pico 1 (fracBes reunidas 12 a 16) (LfB) foram aplicadas no gel de eletroforeses
com as concentracfes no poco de 16,80 pg (1) da Lactoferrina comercial da
SIGMA - (LfS) (87 KDa) e essa amostra foi considerada como padrao de peso
molecular. Também foram aplicadas nas concentra¢des no poc¢o de 13,42 ug (3)
e 15,10 ug (3’) no pogo da lactoferrina parcialmente purificada e o Sobrenadante
Neutralizado — (WfB) na concentragcdo no poco de 6,06 ug (2). Os géis de
eletroforeses SDS-PAGE posteriormente foram corados por solugédo de 8% de

Comassie Blue e depois descorada, que resultou nos géis na Figura 9.

E possivel observar que o gel de eletroforese SDS-PAGE a 8% obteve

uma melhor resolucdo carga/massa das bandas marcadas pelo corante, que
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mostra a presenca de duas bandas de proteinas na fracdo LfB. A fracdo LfS
obteve uma banda de proteina no gel SDS-PAGE a 8%. Bem coo, € possivel
observar no SDS-PAGE a 8% que a Lactoferrina bubalina tem o peso molecular
superior a 87 kDa quando comparado com a lactoferrina bovina pura (SIGMA)

gue possui um peso molecular de 87 KDa.

Quanto ao fato da lactoferrina bubalina apresentar um padrdo de bandas
de proteinas com massa aproximada de 80 kDa, outras lactoferrinas apresentam
massas muito proximas e padrées de eletroforese encontrado nesse trabalho.
Kim et al., (2009) isolou de equinos da Mongodlia a lactoferrina de 82 KDa, bem
como Yugis et al., (2015) isolou de cabra a lactoferrina de 82 KDa, Carvalho et
al., (2014) isolou do soro de queijos a lactoferrina de 80 KDa.

Figura 9. Perfil eletroforético SDS- PAGE da lactoferrina bubalinas por Sephacryl S-100:(a) gel
SDS - PAGE de concentragdo 8%: (LfS: lactoferrina comercial Sigma (16,80ug), WIfB:
Sobrenadante Neutralizado (6,06ug) e LfB: lactoferrina bubalina purificada (13,42 ug; (15,10uQ)).
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1 (LfS: lactoferrina comercial Sigma (16, 80pg)), 2 (WfB: Soro neutro (5,10 pg)), 3 (LfB: lactoferrina bubalina
purificada (13,42 pg) e 3’ (LfB: lactoferrina bubalina purificada (15,10u9).
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5.5 Caracterizagédo espectrofotométrica

A caracterizacdo espectrofotométrica foi utilizada para monitorar o
processo de fracionamento salino, purificacdo e caracterizacdo do precipitado
ressuspendido dialisado 40-60% e da fracdo parcial purificada de lactoferrina,
assim como, a caracterizacao espectrofotométrica permitiu avaliar a interagdo
da lactoferrina parcialmente purificada pela Sephacryl S-100 com o antibiotico
amoxicilina, em que € possivel explorar as mudancas estruturais da Lactoferrina

bubalina com a amoxicilina.

Na Figura 10 € possivel observa que a amostra de lactoferrina
parcialmente purificada emergida pela por cromatografia Sephacryl S-100
obteve um pico no espectro UV-vis de Absorvancia na regido de 225 nm
semelhante com o espectro UV-vis de Lactoferrina de bovina obtido em um
estudo realizado por Morin, (2013). E possivel observar que o precipitado
ressuspendido dialisado 40-60% na faixa de emissao de 200 a 500 nm obteve o
espectro UV-visivel de absorvancia diferente da fracdo eluida da cromatografia
liqguida Sephacryl S-100 de lactoferrina parcialmente purificada, quando
comparados. Essa diferenca de espectro UV-vis de absor¢cdo é caracterizada a
presenca de outras proteinas do soro no perfil salino do precipitado
ressuspendido dialisado 40-60%. Dessa forma, apoOs purificacdo obteve uma
fracdo mais purificada de lactoferrina bubalina com espectro UV-vis de

absorvancia semelhante aos do trabalho realizado por Morin, (2013).
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Figura 10. Espectro UV-visivel das amostras das fracBes eluida da cromatografia liquida
Sephacryl S-100 da lactoferrina purificada (0,421 mg/mL), do precipitado ressuspendido
dialisado 40-60% na concentragéo de 0,421 mg/mL.

— Branco
--- Buffer
— PPT 40-60%

Absorvancia

— Lactoferrina purificada

200 225 250 275 300 325
A nm

Fonte: Autor, (2021).

Estudos sobre o0 mecanismo de reacao entre proteinas e drogas usando
técnicas espectrais em combinacdo com modelagem molecular sdo uma
abordagem comum para estudar a ligacdo em detalhes. As diferencas na
interacdo de drogas isoméricas com BLF sdo estabelecidas usando dados
espectrais experimentais e analises tedricas. O objetivo é elucidar o mecanismo
de eficicia e toxicidade do medicamento, metabolismo, farmacocinética e forca
de ligacdo do medicamento-lactoferrina, entre outras possibiidades (GUO et al.,
2017).

Nesse contexto é possivel observar na Figura 11, que os espectros UV-
vis de lactoferrina parcialmente purificada (0,421 mg/mL), amoxicilina (2,5X10¢
mol.L1) e a mistura da amoxicilina mais lactoferrina parcialmente purificada tem
0 espectro UV-visivel de absorcdo semelhantes. O espectro UV-vis de

lactoferrina parcialmente purificada um espectro maximo de absor¢cdo em 190nm
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a 550 nm (linha preta), o mesmo espectro UV-vis foi observado para a
amoxicilina acoplada com a lactoferrina parcialmente purificada (Fracdo 12-16)
(linha vermelha). O espectro UV-visivel de absorcdo da Amoxicilina 2,5x106
mol.L! obteve um espectro UV-visivel idéntico com o espectro de UV-visivel do
tampdo Tris-HCI 0,05 mol Lt (0,01 mol.L* NaCl). Diante desse resultado,
residuos do antibiético amoxicilina no leite podem afetar a interacdo entre

lactoferrina e ions de ferro, que podem afetar as funcfes da lactoferrina.

Figura 11. Espectro UV-visivel das amostras das fracBes eluida da cromatografia liquida
Sephacryl S-100 da lactoferrina purificada (0,421 mg/mL), amoxicilina (2,5x106 mol.L1) e a

lactoferrina acoplada com a lactoferrina..
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Fonte; Autor, (2021).

Na Figura 12 é possivel observar que a lactoferrina purificada exibiu um
espectro UV-visivel de absor¢do maximo na regido de 225 nm. Mas a

Lactoferrina purificada acoplada com a amoxicilina exibiu uma diminuigdo e um
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desvio em seu espectro de UV-visivel de absorcdo em 225 nm quando
comparado com o espectro UV-visivel da lactoferrina purificada. Este resultado
é plausivel pois, os residuos do antibiético amoxicilina no leite podem afetar a
interacdo entre lactoferrina e ions de ferro, que podem afetar as fungbes da
lactoferrina. Além disso, a interacéo da lactoferrina bubalina com os residuos de
antibioticos amoxicilina podem levar a mudancas na estrutura da lactoferrina

bubalina.

Diferentemente, Huang et al. (2018), com o0 objetivo de estudar a
interacdo com flavonoides com a lactoferrina bovina, de modo que, um composto
bioativo com atividades antibacteriana e antioxidante, as micromoléculas de
flavonodides podem possivelmente ter um impacto na atividade do BLF em
reacoes inflamatoérias. Demonstrou que pode haver influéncia dos flavonoides no
espectro UV-visivel de BLf, em quem a lactoferrina bovina BLF sem adicéo
exibida um pico maximo de absor¢do em 280nm, mas BLF mostrou um desvio
no azul de 280 nm a 268 nm ou de 280 nm a 270 nm com a adi¢ao de Luteolina
(LTL) ou Quercetina (QCT), respectivamente, e um desvio para o vermelho de
280 nm para 283 nm com a adi¢cdo de Naringenina (NGN). Além disso, com a
adicao dos flavonoides resultou na presenca de um novo pico em 370 nm, que
€ o pico caracteristico dos flavonoides, e os valores de absorcéao dos flavonoides
aumentaram com o aumento da concentracado de flavonoides, o que confirmou
ainda mais a ocorréncia de interacdes entre trés flavonoides e lactoferrina

bovina.

Sun et al. (2018), avaliou com espectros de absorcédo de UV-visivel que
foram medidos para explorar a mudanca estrutural de bLf com a adicdo de
hidrocloreto de tetraciclina (TCH). Este estudo observou que a intensidade de
absorcao de bLf aumentou e um novo pico de absorcao apareceu a 360 nm com
adicdo gradual de TCH a solucdo de bLf. Especulamos que 0s novos picos de
absorcédo séo o pico das estruturas recém-geradas. Pois residuos do antibiotico
THC no leite podem afetar a interacdo entre lactoferrina e ions de ferro, que

podem afetar as funcdes da lactoferrina bovina.



58

Figura 12. Espectro UV-visivel das amostras das fracBes eluida da cromatografia liquida
Sephacryl S-100 da lactoferrina purificada (0,421 mg/mL) e a lactoferrina acoplada com a

amoxicilina.
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CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados foi possivel monitorar a precipitagéo
salina do soro neutralizado, o isolamento e a purificacéo da lactoferrina bubalina
em cromatografia liquida de gel filtracdo Sephacryl S-100 por monitorado através
do método fluorimétrico utilizando as condigcbes de comprimentos de onda de
excitacao e emissao de 295 nm e 300 - 550 nm.

Através dos estudos espectrofotométricos foi possivel realizar o
monitoramento do isolamento e purificacdo da lactoferrina bubalina na faixa de

espectros UV-visivel de absor¢éo registrados de 190 a 450 nm.

A SDS-PAGE revelou que a Lactoferrina bubilina presente no pico 1 (fracdes
reunidas 12 a 16) tem massa maior que 87 kDa (massa molecular de BLF
Sigma).

A resina Sephacryl S-100 nao é adequada para a purificacdo da lactoferrina, pois
a capacidade da coluna maxima é até 100 KDa, visto que, a lactoferrina bubalina
possui 0 peso molecular maior de 87 KDa, como mostrado no SDS-PAGE, sendo
assim, o maximo da capacidade da Sephacryl S-100. Contudo, para obter uma
melhor purificacdo necessitaria da coluna Sephacryl S-200 que tem a
capacidade de purificacdo de proteinas em até 250 KDa, ideal para a purificacédo
da lactoferrina bubalina.

Os estudos espectrofotométricos da lactoferrina bubalina purificada
acoplada com a amoxicilina, permitiram estudar a interacdo da proteina com o
antiético. Os estudos dos espectros UV-visivel de absor¢cdo mostraram que a
amoxicilina quando acoplada com a lactoferrina induz a diminuigéo do espectro
UV-vis, guando comparado com o espectro da Lactoferrina bubalina purificada.

Gerando alteragdes na estrutura da proteina.
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