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RESUMO

A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina com massa molecular de cerca de 80
kDa, pertencente a familia das transferrina tendo a habilidade especifica de realizar
ligagdo com o ion ferro. Presente em leites de mamiferos, é considerada uma proteina
multifuncional, desempenhando varios papéis biolégicos, tais como atividades
antibacterianas, antivirais, antifungicas, anti-inflamatorias, antitumorais, antioxidantes
e imunomoduladoras. Este trabalho teve o objetivo de purificar e caracterizar a
lactoferrina de bubalinos e avaliar a interacdo proteina-antibidtico e proteina-
flavonoide. O processamento do leite de bufala iniciou-se com a separa¢ao da gordura
por centrifugacdo. O leite desnatado foi acidificado com HCI 0,1 M até o pH 4.6
obtendo o soro acidificado. Nessa etapa ocorre a subdivisdo do processamento para
0 soro acido em dois processos distinto o processamento do soro acido para a
purificacdo por cromatografia e o processamento do soro acido para isolamento pelo
ponto isoelétrico da lactoferrina. No protocolo de purificagdo por cromatografia liquida
0 soro acido foi neutralizado com NaOH 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 (NH4)2SOas. As andlises fluorimétricas das fragcbes
salinas foram realizadas em 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 extin¢ao de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina.
O precipitado ressuspendido 40-60% foi aplicado a cromatografia liquida em gel
filtracdo Sephacryl S-100 (tamanho (1x60 cm) com fluxo de 0,1 mL/min, volume de leito
de 50 mL em tampao fosfato 0,2 M pH 7.7). As fracGes 12 a 16 apresentaram o espectro
de extin¢cdo de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina. A purificagéo isoelétrica do
pl da lactoferrina o soro acido foi titulado até pH 5.2 com NaOH 1 M, o sobrenadante
obtido por centrifugacao foi titulado até o pH 8.3 e centrifugado. As amostras dos
sobrenadantes e precipitados ressuspendidos foram submetidas a quantificacdo do
teor de proteinas pelo método de Bradford e realizados os estudos fluorimétricos e
eletroforético. Realizou-se os estudos de espectroscopia UV-vis de absorcdo de
lactoferrina com amoxicilina e quercetina. A eletroforese SDS-PAGE a 8% obteve uma
melhor resolucdo carga/massa das bandas marcadas pelo corante, que mostra a
presenca de duas entidades proteicas na fracdo da lactoferrina parcialmente
purificada e uma banda no padrao lactoferrina bovina comercial no gel SDS-PAGE a
8%. O precipitado ressuspendido a pH 8.3 da purificacdo isoelétrica obteve uma
banda de proteina superior 75 KDa coerente com o padrdo de lactoferrina bovina
comercial. O estudo mostrou a purificacdo de lactoferrina bubalina por dois métodos
distintos e o monitoramento por fluorimetria do processo de purificagao da lactoferrina
bubalina, bem como os estudos de UV-vis absorcao de lactoferrina com farmacos
mostraram que a complexacdo dessas substancias podem gerar alteragbes na
estrutura da proteina os resultados sugerem que a adicdo de farmacos altera a
polaridade em torno da proteina em que alguns residuos como Trp e Tyr ficam
expostos a um ambiente mais polar, enquanto alguns residuos externos ficam
embutidos em proteinas globulares.

Palavras- chaves: Lactoferrina, Cromatografia liquida, Purificagcdo isoelétrica,
Espectroscopia UV-vis.



ABSTRACT

Lactoferrin (Lf) is a glycoprotein with a molecular mass of about 80 kDa, belonging to
the transferrin family, having the specific ability to carry out binding with the iron ion.
Present in mammalian milk, it is considered a multifunctional protein, playing several
biological roles, such as antibacterial, antiviral, antifungal, anti-inflammatory,
antitumor, antioxidant and immunomodulatory activities. This work aimed to purify and
characterize lactoferrin from buffaloes and evaluate the protein-antibiotic and protein-
flavonoid interactions. 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
the acidified whey. At this stage, the processing of acid whey is subdivided into two
distinct processes: the processing of the acid whey for purification by chromatography
and the processing of the acid whey for isolation by the isoelectric point of lactoferrin.
In the purification protocol by liquid chromatography, the acid serum was neutralized
with 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 (NH4)2SO4. Fluorimetric analyzes of the saline fractions were performed at
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. The 40-60% resuspended precipitate
was applied to liquid chromatography on Sephacryl S-100 gel filtration (size (1x60 cm)
with a flow of 0.1 mL/min, bed volume of 50 mL in 0.2 M phosphate buffer pH 7.7 ).
Fractions 12 to 16 showed the characteristic fluorescence extinction spectrum of
lactoferrin. Isoelectric purification of the pl of lactoferrin acid serum was titrated to pH
5.2 with 1 M NaOH, the supernatant obtained by centrifugation was titrated to pH 8.3
and centrifuged. The samples of the resuspended supernatants and precipitates were
subjected to the quantification of protein content by the Bradford method and the
fluorimetric and electrophoretic studies were carried out. UV-vis absorption
spectroscopy studies of lactoferrin with amoxicillin and quercetin were performed. The
8% SDS-PAGE electrophoresis obtained a better charge/mass resolution of the dye-
labeled bands, which shows the presence of two protein entities in the partially purified
lactoferrin fraction and a band in the commercial bovine lactoferrin standard in the 8
SDS-PAGE gel %. The precipitate resuspended at pH 8.3 from the isoelectric
purification obtained a higher 75 KDa protein band consistent with the commercial
bovine lactoferrin standard. The study showed the purification of lactoferrin buffalo by
two different methods and the monitoring by fluorimetry of the purification process of
lactoferrin buffalo, as well as the UV-vis absorption studies of lactoferrin with drugs
showed that the complexation of these substances can generate changes in the
structure of the protein the results suggest that the addition of drugs changes the
polarity around the protein in that some residues such as Trp and Tyr are exposed to
a more polar environment, while some external residues are embedded in globular
proteins.

Key words: Lactoferrin, Liquid chromatography, lIsoelectric purification, UV-vis
spectroscopy.
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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 alimentos € recomendado, principalmente, para atingir a
adequacao diaria de calcio, um nutriente fundamental para a formacdo e a
manutencdo da estrutura déssea, entre outras fungbes no organismo (MUNIZ;
MADRUGA; ARAUJO, 2013).

Em média, o leite possui 87% de agua e 13% de componentes sélidos, 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

gue 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 séo 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 (POPPI et al.,
2010). Desse modo, as proteinas do soro possuem alto valor nutricional, conferido
pela presenca de proteinas com elevado teor de aminoécidos essenciais. Os
aminoacidos presentes nas proteinas do soro superam as doses recomendadas a
criancas 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).

As proteinas do soro sdo complexas misturas de numerosas moléculas, cujas
principais s&o: B-lactoglobulina, a-lactalbumina, imunoglobulinas, albumina de soro e

lactoferrina (POPPI et al., 2010). Dentre essas proteinas do soro do leite tem se
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destacado a lactoferrina por ser uma proteina multifuncional, desempenhando varios
papéis bioldgicos, tais como atividades antibacterianas, antivirais, antifiungicas, anti-
inflamatorias, antitumorais, antioxidantes e imunomoduladoras. Como também, a Lf
ajuda a estabelecer uma microflora favoravel no tecido intestinais, consequentemente,
promove o0 crescimento microbiano de bifidobactérias (GONZALEZ-CHAVEZ;
AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). Além disso, A Lf vem sendo
utilizada no desenvolvimento de novas nanoformulagdes de Lf levando a formacao de
ingredientes terapéuticos significativos, devido a combinagcdo desta proteina
multifuncional com nanomateriais especificos. Onde, varios estudos revelaram que a
formacdo de novas nanoformulacdes Lf mostrou aumento na captacao celular e
transfeccéo de genes, mesmo em uma baixa concentracéao de Lf em comparacdo com
outras proteinas, como a ligacdo de Lf a lipossomas encapsulados em DNA e
revestimento entérico em Lf (EL-FAKHARANY, 2020).

A atividade antibacteriana da Lf promove a inibigdo ou retarda o crescimento
de bactérias patogénicas 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 patégenos resistentes a antibiéticos (NIBBERING et al., 2001; SILVA, E. F.;
MELO M. B.; GOMES, M. M. O. S.; MACHADO, S. S.; GALDINO, 2021). A atividade
antiviral da Lactoferrina foi demonstrada contra um amplo espectro de virus de RNA
e DNA, como virus Sindbis, citomegalovirus, virus do herpes simplex, virus da floresta
Semliki, poliomavirus humano, papilomavirus humano, echovirus, virus da
imunodeficiéncia humana e rotavirus (BERLUTTI et al., 2011; DE CARVALHO et al.,
2020; LI et al., 2009a; REDWAN et al., 2014; SILVA, E. F.; MELO M. B.; GOMES, M.
M. O. S.; MACHADO, S. S.; GALDINO, 2021). desse modo, a capacidade da
lactoferrina de exercer uma potente atividade antiviral, por meio de sua ligacdo as
células hospedeiras e / ou particulas virais, e sua localiza¢do nuclear reforca a ideia
de que a lactoferrina € um importante tijolo na parede mucosa, eficaz contra ataques
virais (VALENTI et al., 2011).

A administracao via oral da bLf apresentou uma reducdo na carga fungica na

pele do dorso (tinha do corpo) e do pé (tinha dos pés) e promoveu a cura da tinha do
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corpo. A bLF oral evitou a perda de peso corporal causada pela infec¢do pelo virus
herpes simplex-1 na pele. Em um modelo de pneumonia murina de infeccdo pelo virus
da gripe, a bLF oral atenuou os sintomas inflamatorios. A Lf administracdo por via oral
afeta o crescimento e o estado nutricional dos animais, bem como em relagédo ao
metabolismo do ferro, a administracdo de Fe-bLF aumentou a hemoglobina e os
glébulos vermelhos em ratos anémicos com deficiéncia de ferro, enquanto a
administracdo de Fe-bLF em altas doses diminuiu o contetdo de ferro hepatico em
camundongos desmamados alimentados com excesso de ferro. E relatado que o LF
oral reduz o contetdo de gordura no soro e no figado de camundongos, angiogénese
mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) em ratos e ganho
de peso em bezerros antes do desmame (WAKABAYASHI; YAMAUCHI; TAKASE,
2006).

Estudos vem sendo realizado e investigando as interacfes proteinas-
antibioticos. O estudo realizado para investiga a interagdo entre bLf e epigalotequina-
3-galato (EGCG), demonstrou que a interacdo do EGCG com a bLf tornou a estrutura
da bLf mais compacta, fazendo altera¢des na estrutura terciaria (YANG et al., 2014).
Em estudos com flavonoides realizado por Sun et al. (2018), em que a influéncia da
tetraciclina (TCH) nas alteracdes funcionais da proteina foi estudada através da
andlise da alteracdo da hidrofobicidade da superficie bLf e pesquisa das forcas de
ligacdo entre bLf e o ion ferro. De acordo com 0 mesmo autor, os resultados indicaram
gue a mudanca na estrutura e funcdo de bLf foi devido a interacéo entre bLf e TCH.
Estudo que investigou as interacdes dos flavonoides Luteolina (LTL), Quercetina
(QCT) e Naringenina (NGN) com a lactoferrina bovina, mostraram que a (LTL), a
(QCT) e a (NGN) podem fornecer guias importantes para a quantidade do composto
(por exemplo, dosagem do medicamento) e o0 projeto de novos compostos (ou
drogas), pois a ligacao as proteinas desempenhou um papel potencial na distribuicao,
excrecao e efeitos terapéuticos, e tem sido considerada uma das mais importantes

caracteristicas fisicas e quimicas dos farmacos (HUANG et al., 2018).

Estudos sobre a interacdo de farmacos isoméricos e bLf ndo sdo apenas
essenciais para investigar a eficahcia de farmacos, revelar o mecanismo
farmacocinético e orientar o uso racional de farmacos, mas também tem um papel

significativo no desenho molecular de farmacos e na exploracdo de novos farmacos
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(GUO et al., 2017). Mas a reacgdo de ligacdo da molécula de lactoferrina com a

molécula do farmaco varia de acordo com os tipos de lactoferrina.

Tendo em vista as propriedades multifuncionais da lactoferrina (Lf) esse
trabalho teve como objetivo de obter uma melhor eficacia de purificacdo entre as
técnicas de isolamento, fracionamento e purificacdo da lactoferrina bubalina, bem

como avaliar a interagdo da lactoferrina com farmacos amoxicilina e quercetina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite bubalino

O leite contém todos os nutrientes essenciais como proteina, gordura, lactose,
vitaminas e matéria mineral para o crescimento normal e desempenhando diferentes
funcdes para os sistemas do corpo. Nao sé é o alimento mais importante durante a
primeira infancia, mas também, de uma forma ou de outra, continua a ser usado na
dieta normal ao longo da vida. E também o mais versétil de todos os produtos
alimentares desejados pelos animais e € um componente das dietas de muitas formas
fisicas, como queijo, iogurte, sorvete, manteiga, leite em po e muitas outras formas de
leite fluido (KHEDKAR; KALYANKAR; DEOSARKAR, 2016).

O leite de bufala € um produto totalmente natural que pode ser consumido como
qualquer outro leite. E um dos produtos mais ricos do ponto de vista composicional e
caracterizado por maiores teores de gordura, sélidos totais, proteinas, lactose e cinzas
do que o leite de vaca, cabra, camelo e leite humano (AHMAD et al., 2013a). Estudos
realizados compararam os parametros fisico-quimicos, como pH, acidez titulavel,
solidos totais, cinzas, lipidios, proteinas e lactose de amostras de leite de bufala, vaca,
cabra e ovelha e constataram que todos os parametros analisados foram superiores

em leite de bufala e ovelha do que no leite de vaca e cabra (FANGMEIER et al., 2019).

O alto teor de sdlidos do leite de bufala ndo apenas o torna ideal para o
processamento em excelentes produtos lacteos, mas também contribui para uma
economia significativa de energia na conducao desse processo. Os queijos e iogurtes
de leite de bifala sdo espessos naturais sem recurso a adicdo de proteinas do leite
ou agentes gelificantes como acontece com leites menores. Os laticinios preferem
trabalhar com o leite de bufala, pois resultam em uma melhor mucarela com uma

textura suave e rigueza de sabores (AHMAD et al., 2013b).

O leite bubalino, o colostro e o leite bovino, contém componentes bioativos
menores, como peptideos, hormbnios e fatores de crescimento, que tiveram efeitos
intestinais vantajosos em testes com ratos. O leite bubalino tem concentracdes
ligeiramente maiores de b-lactoglobulina do que leite bovino, e também € a principal
proteina do soro de leite, enquanto o leite humano ndo contém b-lactoglobulina, que

contém aminoacidos essenciais e de cadeia ramificada, e uma proteina de ligacdo ao
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retinol, que tem o potencial para modular as respostas linfaticas. Além de poder
produzir peptideos antibacterianos, que séo liberados apos a digestdo proteolitica com
tripsina e sdo ativos contra bactérias Gram-positivas (KHEDKAR; KALYANKAR,;
DEOSARKAR, 2016).

2.2 Proteinas do soro do leite

A utilizacao industrial desse subproduto tem contribuido para o enriqguecimento
e desenvolvimento de novos produtos alimenticios, a exemplo cita-se a producao de
bebidas lacteas enriquecidas com proteinas e sais minerais de soro de leite. A
gualidade biol6gica 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 utilizacao integral do soro de leite,
tem-se conseguido a reducgao da poluicdo ambiental, vendas adicionais de produtos
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 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 sdlidos 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 fragcfes protéicas, incluindo imunoglobulinas. As
fracdes 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 fracfes, no entanto, podem
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variar em tamanho, peso molecular e funcéo (SGARBIERI, 2004; SILVA, E. F.; MELO
M. B.; GOMES, M. M. O. S.; MACHADO, S. S.; GALDINO, 2021). 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.

Sob o ponto de vista nutricional, o soro de leite é 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 lactalbumina (ALMEIDA et al., 2013).

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

Proteina Massa Molar (kDa) Ponto Isoelétrico | Concentracdo (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 € possivel, ao empregar as proteinas como agentes
funcionais, desenvolver produtos com caracteristicas especiais e agregar valor a
subprodutos os quais em geral representam um problema para as inddstrias
(ALMEIDA et al., 2013; OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012).
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O interesse da populacdo por uma vida mais saudavel vem crescendo nos
ultimos anos. Esta tendéncia esta acompanhada do aumento da procura por alimentos
com propriedades funcionais. Entre os mais recentes, encontram-se 0s 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;
SILVA, E. F.; MELO M. B.; GOMES, M. M. O. S.; MACHADO, S. S.; GALDINO, 2021).

O Whey protein € 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, é um dos mais utilizados. Bem como, é composto por proteinas extraidas
da por¢cao 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 (DAVOODI et al., 2016; FISCHBORN, 2009).

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 investigagdes devido sua capacidade
de ativar vias metabolicas responsaveis pela sintese proteica (ALVES DE SANTANA,
2014; DAVOODI et al., 2016; MINJ; ANAND, 2020).

De acordo com Santos e Nascimento (2019), 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 é muito similar ao das proteinas do musculo esquelético, fornecendo
guase todos os aminoacidos em proporcao similar as do mesmo, classificando-as

como um efetivo suplemento anabdlico.

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 sao absorvidas mais
rapidamente que outras, como a caseina, por exemplo. Essa rapida absor¢éo 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
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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 concentracbes 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 aminoécidos para o interior da
célula muscular, otimizando a sintese e reduzindo o catabolismo protéico (DAVOODI
et al.,, 2016; HARAGUCHI; DE ABREU; DE PAULA, 2006; MINJ; ANAND, 2020;
SANTOS; NASCIMENTO, 2019).

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

2.3 Lactoferrina

2.3.1 Estrutura Da Lactoferrina (Lf)

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 € excretada
pelas células epiteliais da mucosa e neutréfilos em vérias espécies de mamiferos,
incluindo seres humanos, bovinos, vacas, cabras, equinos, caes e varios roedores
(GIANSANTI et al., 2016) . a Lf também é encontrada em secre¢des de mamiferos
como leite, colostro, lagrimas, saliva, liquido nasal e brénquico, bile hepatica,
estdbmago, intestinos e urina (ELNAZ et al., 2016; GARCIA-MONTOYA et al., 2012).

A determinacdo da sequéncia de aminoacidos para as Lfs de nove espécies:
humano (Homo sapiens), suina (Sus scrofa domesticus), equina (Equidae), bovina
(Bovinae), bafalo (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
nesse grupo sao 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 relacdes de sequéncia de aminoéacidos fornecidas acima mostram que 0s
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Lfs formam uma familia de sequéncias altamente conservada, mas a identidade da

sequéncia entre Lfs e Tfs ndo é muito menor, de 60 a 65%.

A Lfs tem a caracteristica de uma proteina basica carregada positivamente, que
possui um ponto isoelétrico (pl) de 8,0 a 8,5 (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). A Lf é
formada por uma cadeia polipeptidica simples dobrada em dois lobos simétricos
(lobos N e C), altamente homdlogos entre si (33 - 41% de homologia) (Figura 1). A
cadeia polipeptidica de aminoacidos de 1-332 N terminal e a cadeia polipeptidica de
aminoacidos de 344-703 C terminal € composta de estruturas de folhas com hélice e
com pregas que criam dois dominios para cada lobo (dominios | e Il) (GONZALEZ-
CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009).

Figura 1. Modelo de predigdo da estrutura molecular de uma lactoferrina do leite humano com ligagéo
ao ferro e com o lobo N a esquerda e o lobo C a direita. Em cada I6bulo, 0 dominio 1 estad 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 intera¢des cooperativas entre os lobos, estd em azul escuro. Os dois ions Fe3+, ligados

na fenda interdominio de cada lobo, sdo mostrados como esferas vermelhas.

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

Em cada lobo consiste ainda em dois sub-lobos ou dominios, que formam uma
fenda na qual o ion férrico (Fe®*) esta fortemente ligado em cooperacgéo sinérgica com
um anion carbonato (COs?") (GONZALEZ-CHAVEZ, AREVALO-GALLEGOS;
RASCON-CRUZ, 2009). Esses dominios sdo chamados N1, N2, Cl1 e C2,
respectivamente. Na lactoferrina bovina, N1 representa as sequéncias 1-90 e 251—
233, N2 € 91-250, C1 é 345431 e 593-676 e C2 e 432-592; esses dois lobos estao
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conectados pela sequéncia de aminoacidos 334-344 que representa a regido
dobradica, que é uma conformacéo em a-hélice com trés voltas e cumpre um papel
durante a abertura e o fechamento dos dominios, oferecendo uma flexibilidade a
molécula (BAKER; BAKER, 2005, 2009).

2.3.2 Sitio de ligacéo ao ion Fe®*

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, sao ligados covalentemente ao ion metalico, que reticula os dois dominios
gue 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 2) e Asp-395, Tyr-
433, Tyr-526 e His-595 no I6bulo C, enquanto Arg esta envolvido na ligacdo com o ion
CO3? (BAKER; BAKER, 2005, 2009, 2012). Estes quatro ligantes de proteina (2 Tyr,
1 Asp, 1 His) fornecem trés cargas negativas para equilibrar a carga 3+ de Fe3*,
juntamente com um terminal N em hélice e a cadeia lateral Arg cuja carga positiva
equilibra a carga negativa no CO3s? anion (BAKER; BAKER, 2005, 2009).

O estudo espectroscopico e a estrutura 3D sugerem que o anion CO3* se liga
primeiro, neutralizando a carga positiva do residuo de arginina (Arg-121 no lobo N e
Arg-465 no lobo C) (ROSA et al., 2017). A participacéo do anion CO3s? no vinculo de
coordenacao do ferro parece ser ideal para a ligacao reversivel ao ferro, uma vez que
a protonacéo do anion COs?" é um primeiro passo provavel na ruptura do local do ferro
a pH baixo (BAKER; BAKER, 2005; BAKER; BAKER; KIDD, 2002).

Os residuos de lisina na superficie externa da lactoferrina podem ser usados
para acoplar covalentemente moléculas ou aglomerados, permitindo que novas
funcionalidades sejam adicionadas a proteina (BREUER; CABANTCHIK, 2001;
CARMONA et al., 2014; MOOSMANN et al., 2011; NOJIMA et al., 2008).
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Figura 2. Sitio de ligacéo ao ferro da lactoferrina. Sitio de ligagao do ferro no lobo N: duas tirosinas
(Y92 e Y192), um acido aspartico (D60), uma histidina (H253) e um anion carbonato (CO3s?) 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 liberacéo de ferro.

Fonte: Baker; Baker, (2005).

Devido a sua capacidade de ligar reversivelmente Fe3*, a Lf pode existir livre
de Fe®*" (apo-Lf) ou associado a Fe3®* (holo-Lf), e possui uma conformagédo
tridimensional diferente, dependendo se deve ou ndo esta ligado a Fe®*. A ligacdo e
liberacdo de metais séo, portanto, associadas a alteracdes conformacionais em larga
escala nas quais os dominios fecham sobre o ion metalico ligado ou abrem para libera-
lo (BAKER; BAKER, 2009a; ROSA et al., 2017) .

2.3.3 Dinamica estrutural da lactoferrina

A forma fechada saturada de ferro (holo-Lf) é altamente estavel e mais
resistente a digestéo por proteases em comparacao com a forma aberta ndo saturada
(apo-Lf) (BAKER; BAKER, 2012; ROSA et al., 2017). A forma apo livre de metal, no
entanto, é flexivel e mais propensa a desnaturacdo térmica e protedlise (BAKER,;
BAKER, 2009).

O estudo biofisico mostrou que a estrutura de lactoferrina livre de ferro (apo-Lf)

€ muito menos compacta do que a forma holo e que uma grande mudanca
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conformacional acompanha a ligacéo e liberacdo do metal (BAKER; BAKER, 2005).
Devido a estrutura comum entre as Lfs, é possivel modelar suas conformacdes
usando dados cristalogréaficos de outras espécies de Lfs (GARCIA-MONTOYA et al.,
2012).

O estudo cristalografico gerou uma viséo imprevista da dindmica da molécula
apo-Lf. Onde as estruturas proteicas sao flexiveis ou quando existe um equilibrio em
solugcéo entre diferentes estados conformacionais, a cristalizacdo pode selecionar
preferencialmente uma estrutura dentre as disponiveis; o equilibrio muda quando uma
estrutura € 'presa’ no cristal (BAKER; BAKER, 2009).

A natureza dessa alteracdo conformacional foi demonstrada pela primeira vez
por uma analise da estrutura cristalina da apo-lactoferrina humana (apo-Lf) (BAKER;
BAKER, 2005).

Os estudos cristalograficos em apo-Lf humano mostraram que a liberacao de
ferro envolve movimentos de dominio do corpo rigido em cada lobo, nos quais um
dominio se afasta do outro para abrir a fenda de ligacdo. Esse movimento é
possibilitado por uma dobradica em dois fios polipeptidicos que correm atras de cada
local de ligag&o do ferro (BAKER; BAKER, 2009) .

A apo-Lf humana mostrou que a estrutura da fenda de ligagéo ao lobo N estava
aberta, como resultado de uma rotacao do corpo rigido a 54° de um dominio (N2) em
relagdo ao outro (N1) (Figura 3); uma dobradica em dois filamentos polipeptidicos que
correm atras do local de ferro medeia esse movimento do dominio. Curiosamente,
nessa estrutura, o lobo C ainda estava fechado, embora nenhum ferro estivesse
ligado, e isso provou ser uma pista importante para o comportamento dinamico da
apo-proteina (BAKER; BAKER, 2005).

Desde entdo, a estrutura de uma segunda forma cristalina de apo-Lf humana
mostrou que o l6bulo C também adota formas abertas, através do mesmo tipo de
mudanca conformacional que foi observada no lobo N; nessa estrutura, o lobo C de
uma das duas moléculas de apo-Lf na unidade assimétrica é aberto em 18 ° e 0 outro
em 27 ° (BAKER; BAKER, 2012). As estruturas cristalinas das formas apo de outros
Lfs e Tfs mostram maior diversidade (Figura 3). A estrutura cristalina do apo-Lf de
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equino provou ter ambos os lobos fechados, enquanto a do apo-Lf de camelo tem
ambos os lobos bem abertos (BAKER; BAKER, 2005).

Figura 3. Variabilidade na abertura de dominio em apo-Lfs, observada em diferentes estruturas
cristalinas. Na parte inferior, sdo mostradas a estrutura fechada (como no I6bulo N de apo-Lf de equino
e lébulos C de apo-Lf de equino e humano); duas estruturas parcialmente abertas (vistas para
estruturas do I6bulo C da apo-Lf humana); e a estrutura totalmente aberta (vista para o I6bulo N da apo-
Lf humana e ambos os I6bulos da apo-Lf do camelo). Acima a esquerda esté a estrutura apo-Lf humana
"um aberto, um fechado" (I6bulo N a esquerda, I6bulo C a direita), mostrada em azul-petréleo, e acima
a direita esta a estrutura apo-Lf de camelo "ambos os I6bulos abertos", em rosa. No meio, acima, as
duas estruturas sdo sobrepostas na base de seus N-lobos, mostrando a grande diferenca nas

orientagBes de seus dominios C2.

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

A partir dessa variedade de estruturas apo-Lf que, na auséncia de um ion
metalico ligado para bloquear os dois dominios de cada lobo, a forma apo é flexivel.
Embora provavelmente exista principalmente na forma totalmente aberta (ou seja,
com os dois lobulos abertos), como implica na dispersdo da solucdo em angulo
pequeno (BAKER; BAKER, 2005), a pequena diferenca de energia entre as formas
aberta e fechada permite também amostrar o estado fechado de tempos em tempos
(BAKER; BAKER, 2009; BAKER; BAKER; KIDD, 2002). Essa diferenca de energia
pode ser maior nas Lfs de algumas espécies do que em outras - por exemplo, a Lf de

camelo parece favorecer a estrutura apo totalmente aberta mais do que outros Lfs e
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a Lf de cavalo um pouco menos (KHAN et al.,, 2001). No entanto, as estruturas
cristalinas também refletem o fato de que a cristalizacdo pode selecionar um dentre
varios estados conformacionais presentes na solucdo, de modo a otimizar o
empacotamento do cristal (BAKER; BAKER, 2005).

Um ponto importante, no entanto, é que as alterac6es conformacionais que
diferenciam as formas holo e apo de Lf sdo simples movimentos de dominio. Os Unicos
residuos cuja exposicdo ao solvente muda sdo aqueles que estdo dentro da fenda de
ligacdo de cada lobo e um pequeno namero na regidao da dobradica, e a grande
maioria da superficie molecular ndo é afetada - por exemplo, o dominio lactoferricina
centrado na hélice 1 permanece igualmente exposto em ambas as formas (BAKER,;
BAKER, 2005).

A dinamica, conforme implicita nas estruturas de cristal da apo-Lf, é
extremamente importante para a ligacao do ferro. Se a estrutura aberta normalmente
caracteristica da apo-proteina puder ocasionalmente provar o estado fechado, mesmo
gue apenas de forma transitéria, entdo (i) os dominios se abrirdo imediatamente
novamente se nenhum ferro estiver presente no dominio 2 ou (ii) se o ferro estiver
presente se ligard aos ligantes Asp e His quando entrar em contato com eles,
fechando os dominios (BAKER; BAKER, 2009; BAKER; BAKER; KIDD, 2002).

Compreender a dinamica estrutural de Lf € importante para entender suas
varias atividades biolégicas. A forma holo ligada a ferro de Lf € conformacionalmente
rigida e muito estavel; o ferro ligado é removido apenas em pH baixo ou usando

agentes quelantes de moléculas pequenas muito fortes (BAKER; BAKER, 2009).

A forma apo livre de metal, no entanto, € flexivel e mais propensa a
desnaturacao térmica e proteolise. Presume-se que ions metdlicos se liguem a forma
totalmente aberta de apo-Lf, que permite acesso irrestrito. A ligacéo inicial é a um
dominio, mas como a proteina coleta o estado fechado, por meio de flutuacbes
térmicas, ela serd bloqueada, pois completa sua ligacdo a ligantes no outro dominio
(BAKER; BAKER, 2009; BAKER; BAKER; KIDD, 2002).
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2.4  Atividade de peptideos oriundo da lactoferrina

A lactoferrina exerce sua acdo 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 micrébios.
Os peptideos antibacterianos LF1-11, lactoferrampina e lactoferricina sao parte da
cadeia polipeptidica da lactoferrina e sédo liberados na protedlise desta molécula por
varias enzimas proteoliticas podem ser desenvolvidos em moléculas principais

clinicamente Uteis para a terapéutica antimicrobiana (SINHA et al., 2013).

Vérios peptideos funcionais sao produzidos a partir de Lf pela acdo de enzimas
proteoliticas, e muitos peptideos antimicrobianos derivados de Lf foram isolados e
caracterizados (Figura 4). Os trés peptideos foram estudados com algum detalhe
(BRUNI et al., 2016; SINHA et al., 2013). Os peptideos LF1-11, lactoferrampina e
lactoferricina possui sequéncias que indicam que estes peptideos pertencem a
metade N-terminal da lactoferrina (Figura 4). A hidrofobicidade, cationicidade e
conformacdo helicoidal desses peptideos antimicrobianos sdo 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 ag¢do sinérgica com
compostos da imunidade inata do hospedeiro também foram descritos (BRUNI et al.,
2016).



35

Figura 4. (a) Estrutura geral da lactoferrina mostrando as posi¢cbes dos peptideos LF1-11 (azul),
lactoferrampina (rosa) e lactoferricina (verde) no lobo N-terminal. (b) A estrutura ampliada mostrando a

posicéo dos peptideos em detalhes.

Fonte: Sinha et al., (2013)

Esses peptideos, todos do l6bulo N da lactoferrina, mostram uma semelhanca
notavel com os peptideos antimicrobianos catidnicos encontrados em outras espécies
de invertebrados e vertebrados. Esses peptideos sdo conservados na lactoferrina,
estrutural e funcionalmente na maioria das espécies. Embora possa haver pequenas
variacfes na sequéncia e nas caracteristicas conformacionais entre esses peptideos
de lactoferrina de varias espécies, a estrutura basica tende a ser semelhante e
conservada. Isso indica que esses peptideos desempenham um papel significativo na
funcdo antimicrobiana dessa proteina (SINHA et al., 2013).

24.1 Lf1-11

Lf (1-11) é o oligopeptideo que inclui os primeiros onze residuos de
aminoacidos da molécula Lf (Figura 5). A comparac¢do 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 (pI> 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. A investigacdo das
propriedades estruturais e dinamicas em agua e solventes que mimetizam membrana

mostram que hLf (1-11) efetivamente interage com a membrana, enquanto o peptideo
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de controle (um analogo embaralhado) ndo mostrou tal conformacdo (BRUNI et al.,
2016).

Este peptideo demonstrou ser altamente eficaz contra cinco cepas
multirresistentes de Acinetobacter baumannii e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e varias espécies de Candida sp (SINHA et al., 2013). Estudos mostram
claramente que hLf (1-11) tem a capacidade de reduzir a osteomielite, com resultados
microbiol6gicos semelhantes aos da gentamicina (FABER et al., 2005). Em um estudo
anterior, a injecao intravenosa de hLf (1-11) a 0,1 ou 1 nmol reduziu com sucesso as
infeccbes musculares murinas (1 x 10° CFU) causadas pela cepa de S. aureus
resistente a meticilina 2141 (MRSA), Klebsiella pneumoniae ATCC 43816, S. aureus
25923 e Acinetobacter baumannii multirresistentes (DIJKSHOORN et al., 2004). Foi
observado o efeito antibacteriano do peptideo LF1-11 nas duas primeiras argininas no
N-terminas da actoferrina humana, bem como foi observado no LF1-11 a atividade
candidacida quando ocorre a substituicdo da segunda ou terceira arginina por alanina.
Além disso, enquanto LF1-11, LF2-11 e LF3-11 mostraram atividades candidacidas
comparaveis, o mesmo foi encontrado comprometido no caso de LF4-11 (SINHA et
al., 2013).

O problema da resisténcia aos antibidticos a microrganismos aumenta
desproporcionalmente e o controle de infeccbes esta se tornando dificil devido a
rapida disseminacdo desses microrganismos. Terapia combinada de antibioticos com
peptideos antimicrobianos (AMP's) foi sugerido como uma abordagem alternativa para
melhorar o resultado do tratamento. Seu mecanismo de acao exclusivo e perfil de
seguranca tornam os candidatos atraentes do AMP para uso simultaneo ou sequencial
em diferentes casos de infec¢des (BROUWER; RAHMAN; WELLING, 2011; BRUNI et
al., 2016).

Neste aspecto, foi observado que hLf (1-11), adicionado em concentracdes
subinibitérias a agentes antifungicos, como clotrimazol, cetoconazol, fluconazol ou
itraconazol, reduz as concentracdes inibitérias minimas desses agentes contra
espécies de Candida. De modo que, o peptideo foi altamente ativo contra Candida
albicans resistente ao fluconazol em concentracbes nado candidacidas, agiu
sinergicamente com o fluconazol contra esta levedura e uma cepa de C. albicans

sensivel ao fluconazol, bem como contra C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C.
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tropicalis (BRUNI et al, 2016). Segundo 0 mesmo autor, quando esses
microrganismos foram expostos a hLf (1-11) por cinco minutos e depois incubadas
com fluconazol, foram efetivamente mortas, enquanto nenhuma atividade candidacida
foi observada quando foram incubadas primeiro com fluconazol e depois expostas ao
peptideo, mostrando que o a atividade candidacida é iniciada pelo peptideo, enquanto

o fluconazol é necessério apenas durante a fase efetora.

A explicacdo mais provavel para o nivelamento dos efeitos antifungicos do hLf
(1-11) € que o peptideo induz multiplos processos que contribuem de forma diferente

para sua atividade antifungica (BRUNI et al., 2016).

O mecanismo de acao antimicrobiana de LF1-11 pode ser devido aos danos
mitocondriais, com o ATP extracelular sendo essencial, mas nao suficiente para LF1-
11 exercer sua atividade candidacida. Em estudos posteriores, descobriu-se que a
absorcao de calcio pelas mitocondrias é vital para matar Candida albicans pelo LF1-
11 (SINHA et al., 2013).

Figura 5. Estrutura do peptideo Lf (1-11).

Fonte: Bruni et al., (2016).
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Tabela 2. Comparag¢édo 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 aminoacidos, 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).

Os efeitos sinérgicos de dois ou mais agentes podem resultar da combinacéo
de diferentes mecanismos de morte. Nesse aspecto, a atividade candidacida do hLF
(1-11) envolve a mitocondria energizada, resultando na sintese e secrecao de ATP e
producdo de espécies reativas de oxigénio. Ambos os mecanismos podem estar
envolvidos no aumento do potencial e da permeabilidade da membrana plasmatica.
Além disso, como foi relatado anteriormente, a C14 a-desmetilase dependente do
citocromo P-450, que esta envolvida na via biossintética do ergosterol, é o alvo celular
do fluconazol (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 os
primeiros trés residuos N-terminais foram considerados menos eficazes na morte de
bactérias (SINHA et al., 2013). Segundo Sharma et al. (2019), demonstraram por meio
da substituicdo de residuos que as duas primeiras argininas no terminal N (R2, R3)
também sdo necessérias para a a¢do antifungica de hLf (1-11) em C. albicans. hLf (1-
11) parece ter propriedades imunomoduladoras durante a infec¢do por C. albicans,
onde direciona a diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas que aumentam a
polarizacdo de uma resposta Th17, que é um componente importante da defesa do
hospedeiro contra fungos (VAN DER DOES et al., 2012).
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2.4.2 Lactoferrampina

A lactoferrampina (Lfampin) foi recentemente identificada como sendo de
potencial interesse por varredura de sequéncia, com base na caracteristica comum
de peptideos antimicrobianos: uma carga altamente positiva, um dominio hidrofobico
e, portanto, um carater anfipatico (BRUNI et al., 2016). Composta pelos residuos 268-
284 no dominio N1 da lactoferrina, foi identificada como um peptideo antimicrobiano
e desempenha um papel fundamental nas atividades mediadas pela membrana da
lactoferrina. Exibe ampla acdo antimicrobiana contra varias bactérias gram-positivas
e gram-negativas, notavelmente, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, bem como atividade candidacida (SINHA et al.,
2013).

A estrutura da lactoferrampina revelou uma alfa-hélice anfipatica que comeca
com o N-terminal e termina no 11° residuo, seguido por uma cauda C-terminal (Figura
6) (SINHA et al., 2013). A comparacdo de sequéncia de Lfampin de seis espécies
diferentes mostra uma preponderancia uniforme de residuos de aminoacidos
catibnicos entre os residuos hidrofébicos (Tabela 3). Como um peptideo
antimicrobiano, a Lfampin desempenha um papel fundamental nas atividades
mediadas por membrana de Lf (VAN DER KRAAN et al., 2004). ApOs a descoberta
inicial de LFampin 268-284 (produzido por quimica de fase soélida), uma sequéncia
ligeiramente mais longa (produzida pela acdo de uma Unica endopeptidase em bLf)
foi publicada que incluia uma regido de capa de hélice N-terminal adicional, Asp-Leu-
lle (BRUNI et al., 2016).

A conformacéao helicoidal deste peptideo foi considerada critica para a poténcia
contra bactérias gram-positivas, conforme estabelecido quando as atividades
bactericidas de dois peptideos lactoferrampina, lactoferrampina 265-284 e
lactoferrampina 268-284, foram comparadas. A lactoferrampina 265-284, que consiste
em trés residuos adicionais, Asp-Leu-lle, mostrou uma especificidade mais ampla,
uma vez que a sequéncia Asp-Leu-lle aumenta a tendéncia desse peptideo para
assumir uma conformacao alfa-helicoidal. Ambos os peptideos possuiam atividade
bactericida contra certas espécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Em
comparagdo com a lactoferrampina 268-284, concentragbes mais altas de

lactoferrampina 265-284 foram necessarias para matar as bactérias gram-negativas,
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E. coli e P. aeruginosa. A atividade de eliminagdo expressa como valor de LC50 (a
concentracdo que produziu 50% de reducdo nas contagens viaveis dos
microrganismos) foi encontrada em cerca de 5,8 umol / L para lactoferrampina 268-
284, que é cerca de 4 vezes maior do que lactoferrampina 265-284 (SINHA et al.,
2013).

Figura 6. Estrutura do peptideo Lactoferrampina.

Fonte: Bruni et al., (2016).

Tabela 3. Comparac¢éo da sequéncia de aminoacidos da lactoferrampina para diferentes espécies de

mamiferos.

Espécies Nome popular Sequéncias
Homo sapiens Humana WNLLRQAQEKFGKDKSP
Bovinae Bovina WKLLSKAQEKFGKNKSR
Bubalus Bufalo WKLLSKAQEKFGKNKSG
Equidae Equino WKLLHRAQEEFGRNKSS
Capra aegagrus hircus Cabra WELLRKAQEKFGKNKSQ
Camelus Camelo WKLLVKAQEKFGRGKPS

Para os diferentes aminoacidos, 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).
Flores-Villasefior et al., (2010) mostra que a combinagcdo de ampicilina com

LFcin 17-30 ou LFampin 265-284 e uma construcéo quimérica (LFchimera) contendo

ambos os peptideos, aumentou o efeito inibitério no crescimento de S. aureus (99,9%)
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para ambos os peptideos, sugerindo que ocorre um efeito sinérgico. Esses dados
sugerem fortemente que Lfcin 17-30 e Lfampin 265-284 agem sinergicamente com

antibioticos contra cepas de S. aureus multirresistentes in vitro.

Os peptideos lactoferricina (17-30) e lactoferrampina (265-284) nao
apresentaram atividade bactericida, 40 mM de lactoferrina quimera (uma fusdo dos
dois peptideos) inibiu o crescimento de Vibrio parahaemolyticus testado na mesma
extensdo que o antibidtico gentamicina. Além disso, o efeito cidal de LF-quimera
mostrou uma resposta de concentracdo clara em contraste com a lactoferrina bovina
gue mostrou maior inibicdo a 10 mM do que a 40 mM (LEON-SICAIROS et al., 2009).

A atividade bactericida da LF-quimera, LF, LFcin, LFampin, LFcin mais
LFampin contra P. aeruginosa foram avaliadas, de modo que as concentracdes de
estudo causaram 50% de reduc¢do nas contagens viaveis (valor LC50) para os valores
de LC50 de LF, LFcin, LFampin, LFcin mais LFampin e LF quimera de 9-4, 2-9, 5-8,
1-4 e 0-9 mol. L, respectivamente. Bem como, a atividade bactericida de LF quimera
foi significativamente maior contra P. aeruginosa do que LF, LFcin e LFampin e pode
ser um novo composto promissor para o tratamento da infec¢cédo por P. aeruginosa
(XU et al., 2010).

2.4.3 Lactoferricina

lactoferricina € um peptideo multifuncional de 25 residuos gerado apés 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 ligacéo 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 abundancia de aminoacidos basicos como lisina e arginina, bem como

residuos hidrofébicos como triptofano e fenilalanina (SINHA et al., 2013).

A bLfcin quanto a hLfcin existem como uma a- hélice anfipatica em Lf, mas,
apos 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 3 paralela que é perdido apds a digestao, preservando a a-

hélice (Figura 7). A retencao da regiao a- helicoidal em hLfcin pode estar diretamente
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relacionada ao comprimento adicional do peptideo. A Tabela 4 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 € 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).

7

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 interrupcédo da permeabilidade
da membrana citoplasmatica apos 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 inducdo de apoptose
em células leucémicas humanas (BRUNI et al., 2016).

Figura 7. Estrutura do peptideo Lactoferricina.

Fonte: Bruni et al., (2016).
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Tabela 4. Comparacdo 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 aminoacidos, 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).

O mecanismo de acdo da lactoferricina foi atribuido a regido a-helicoidal
anfipatica de 11 aminoacidos que esta posicionada na superficie externa do I6bulo N
da lactoferrina. A prolina na posicdo 26 (P26) foi considerada essencial para a
atividade antibacteriana, e especulou-se ser responsavel pela ruptura da regido
helicoidal e, portanto, a helicidade do peptideo foi prevista como um aspecto essencial
do agente antibacteriano acao deste peptideo. A lactoferricina foi encontrada para ser
produzida no estdbmago humano, indicando que este peptideo é definitivamente
gerado in vivo para a defesa do hospedeiro (SINHA et al., 2013).

2.5 Funcdes bioldgicas da lactoferrina

A lactoferrina (Lf) atraiu muito interesse cientifico e industrial nos ultimos anos
devido as suas varias fungdes bioldgicas, incluindo atividades bifidogénica — que
intensificam o crescimento de bactérias bifidogénicas aquelas que fazem parte da flora
intestinal - e atividade antimicrobiana (KARAV et al.,, 2017), imunomodulatoria
(LEGRAND et al., 2006a), anti-inflamatoria (KANE, 2003), anti-carcinogénica (KARAV
et al., 2017), virais e fungicos in vitro (FARNAUD; EVANS, 2003; SINHA et al., 2013)
(Figura 8). Especificamente, a Lf exibe forte atividade antimicrobiana contra um amplo
espectro de bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas), fungos, leveduras, virus
(DRAGO SERRANO, 2006) e parasitas (YAMAUCHI et al., 2006), embora pareca

promover o crescimento de bactérias benéficas como Lactobacillus e Bifidobacteria
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(SHERMAN et al., 2004) também exibe atividades anti-inflamatérias e
anticarcinogénicas (CONNEELY, 2001) e possui funcdo enzimética como o papel
fundamental na manutencéo dos niveis de ferro celular no corpo (GARCIA-MONTOYA
et al., 2012).

A Lf desempenha um papel fundamental na manutencéo dos niveis celulares
de ferro no organismo (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Devido as caracteristicas
estruturais da Lf fornecem funcionalidades adicionais como a fun¢géo da homeostase
do Fe®** comum a todas as transferrina. Diferentes estudos mostraram que a estrutura
da Lf desempenha um papel essencial nessa atividade (LEGRAND et al., 2008; LI et
al., 2009a; MORENO-EXPOSITO et al., 2018; RBENJAMIN, 2008).

Figura 8. Funcdes bioldgicas da lactoferrina (Lf).
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Fonte: adaptado de Karav et al., (2017).
2.5.1 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.
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A Lf inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
incluindo Listeria monocytogenes (RIPOLLES et al.,, 2015), Escherichia coli,
Salmonella enteritidis {BRANEN—DAVBSON,—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 (TITOV et al., 2016). E importante destacar que Lf também atua nas cepas
resistentes a antibiéticos de Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus resistentes a metacilina, Klebsiella pneumoniae resistente a
meticilina e Mycobacterium tuberculosis, (MORENO-EXPOSITO et al., 2018;
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).

A funcéo bacteriostatica € devida a capacidade de Lf se ligar aos ions Fe. Como
a molécula é encontrada principalmente como apo-lactoferrina (forma livre de ferro)
nas secrecoes, ela tem a capacidade de sequestrar esse metal nos locais de infec¢cao
(RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT,
2005; WARD; URIBE-LUNA; CONNEELY, 2002). O sequestro de ferro de patégenos
bacterianos inibe o crescimento bacteriano, limita o uso desse nutriente por bactérias
no local da infeccéo e diminui a expresséo de seus fatores de viruléncia (Figura 9 a)
(GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Acreditava-se que essa fosse a Unica ag&o
antimicrobiana da lactoferrina por um longo tempo, e foi apoiada por varios estudos
demonstrando que apenas a apo-lactoferrina possuia atividade antibacteriana e que
essa atividade foi reduzida com a saturacao de ferro (JENSSEN; HANCOCK, 2009).

A lactoferrina € capaz de inibir o Streptococcus mutans através de um
mecanismo independente de ferro, um efeito sugerido como resultado da interacéo
direta da lactoferrina com a superficie celular bacteriana (JENSSEN; HANCOCK,
20009).

A capacidade bactericida de Lf é atribuida a interagéo direta da molécula, ou

parte dela, com a superficie bacteriana (TOMITA et al.,, 2002). Essa interagéo foi
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observada em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 9 b). Estudos com
bactérias Gram-positivas, como Streptococcus mutans, Micrococcus sp e Clostridium
sp, mostram que Lf humano e bovino sdo capazes de se ligar a superficies
bacterianas, gracas a sua carga positiva (RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-
MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005; TOMITA et al., 2002)

Estudos da estrutura cristalina da lactoferrina demonstraram que a proteina
possui grandes manchas catibnicas em sua superficie, facilitando a interacdo direta
com o lipidio A aniénico, um componente do lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
Gram-negativas (BAKER; BAKER; KIDD, 2002; SHAHRIAR; GORDON; SIMKO,
2006). Essa interacdo pode danificar a membrana bacteriana, alterando a
permeabilidade da membrana externa e resultando na liberagéo de LPS (JENSSEN;
HANCOCK, 2009), ou seja, o terminal N carregado positivamente de Lf impede a
interacéo entre LPS e céations bacterianos (Ca?* e Mg?* ) e interfere na proliferagcéo
agregada em E. coli (GARCIA-MONTOYA et al., 2012).

Em bactérias Gram-negativas, como Vibrio cholerae e E. coli, foi detectada a
interacdo de Lf com a superficie bacteriana, seguida pela liberagcdo de
lipopolissacarideo (LPS), aumento da permeabilidade da membrana e liberacdo do
conteudo citoplasmatico de bactérias (RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO;
RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005; WARD; URIBE-LUNA; CONNEELY, 2002).

O LPS é o componente endotoxico da parede celular das bactérias Gram-
negativas, que se liga aos receptores na célula hospedeira, como uma das primeiras
etapas da infec¢do. Portanto, uma das principais estratégias para impedir a ligagdo
de LPS para células eucarioticas, seja a busca de compostos com a capacidade de
alterar essa estrutura. Essa acao induz a liberacéo de LPS da parede celular, de modo
gue alguns fosfolipidios da membrana interna bacteriana substituam o LPS para evitar
alteracdes na superficie. Essas mudancgas, por sua vez, causam um aumento na
permeabilidade da membrana com o consequente danos as bactérias. Esse aumento
na permeabilidade também facilita para outras proteinas de defesa atacarem as
bactérias; lisozima e imunoglobulinas sdo moléculas que demonstraram ter um efeito
sinérgico com a lactoferrina (Figura 9) (RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-
MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005).
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A interacdo entre Lf e LPS ou outras proteinas da superficie também
potencializa a acdo de antibacterianos naturais como a lisozima, que € secretada pela
mucosa em concentracdes elevadas junto com Lf (GARCIA-MONTOYA et al., 2012).
Também foi demonstrado que o lobo N-terminal de Lf possui uma atividade
semelhante a serina-protease. Em H. influenzae, Lf é capaz de clivar proteinas em
regides ricas em arginina, e o sitio ativo da protease esta situado no lobo N-terminal,
atenuando a viruléncia e impedindo a colonizacdo (HENDRIXSON et al., 2003).
Estudos in vitro e in vivo mostraram que Lf tem a capacidade de impedir a ligacéo de
certas bactérias a célula hospedeira. Os mecanismos inibidores de ligacdo sao
desconhecidos, mas foi sugerido que os oligomanosideos glicanos de Lf se ligam as
adesinas bacterianas, impedindo sua interagdo com o0s receptores das células

hospedeiras (ROSEANU et al., 2010; WAKABAYASHI et al., 2010).

Figura 9. Mecanismo de a¢do antibacteriana da lactoferrina (LF). (A) Bactérias Gram-positivas: LF esta
ligada a moléculas carregadas negativamente da membrana celular, como o &cido lipoteicoico,
neutralizando a carga da parede e permitindo a acdo de outros compostos antibacterianos, como a
lisozima. (B) Bactérias Gram-negativas: LF pode se ligar ao lipidio A do lipopolissacarideo, causando

liberacé@o desse lipidio com consequente dano a membrana celular.
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2.5.2 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.

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). A maioria desses estudos sugere que Lf inibe a
entrada do virus na célula hospedeira, em vez de agir em sua replicacdo. A
administracdo de LF também aumenta a atividade das células Natural Killer (NK) e a
resposta dos linfécitos TH1, que secretam citocinas que protegem contra a infeccéo
viral (WAKABAYASHI et al., 2014).

A primeira estratégia da Lf de inibicdo a virus é ligar-se a particula viral,
impedindo-a de aderir & célula. E o caso do virus da hepatite C, no qual Lf se liga as
proteinas E1 e E2 em seu envelope. Experimentos mostram que, nesse caso, toda a
molécula de Lf, em sua conformacdo nativa, € necessaria para que o efeito ocorra.
Esse mesmo mecanismo também ocorre contra o rotavirus (SUPERTI et al., 2001).
Existem outros virus nos quais a atividade da Lf é atribuida em parte a sua ligacdo a
algumas proteinas no envelope viral e em parte ao bloqueio de receptores celulares.
E o caso do virus do herpes, adenovirus e virus do HIV (PIETRANTONI et al., 2003).
Observou-se que Lf é capaz de se ligar ao dominio GPGRAF da glicoproteina gp 120
da cépsula do virus HIV e ao Polipeptideos Ill e llla do envelope de adenovirus
(RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT,
2005).

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 acdo inibitoria leve na

transcriptase reversa do HIV-1 e na integrasse do HIV-1. De acordo com Carthagena
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(2011), a LF pode interferir na transmissédo do HIV-1 no nivel da mucosa, bloqueando
sua ligacédo as células epiteliais e com a transmissao das células dendriticas as células

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

Um segundo mecanismo € bloguear moléculas na superficie celular, que o virus
reconhece como receptores ou correceptores. Esses virus normalmente utilizam
moléculas comuns na membrana celular para facilitar sua invaséo 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). Estudo revela que a inibicao
mediada por LF da infeccdo por SARS-CoV ocorre através da localizagdo competitiva
da LF nos locais de ancoragem de SARS-CoV fornecidos pelos HSPGs. A ligacao da
LF a HSPGs impediu o contato preliminar entre SARS-CoV e as células hospedeiras
e, assim, impediu a entrada subsequente nas células. E que a LF pode exercer suas
funcdes de protecdo contra a invasdo de SARS-CoV de duas maneiras a0 mesmo
tempo (Figura 10) (LANG et al., 2011).

A vacina BCG (uma cepa atenuada de Myocbacterium bovis, Bacillus Calmette
Guerin) embora seja essencial para o controle da tuberculose infantil causada pelo
patdgeno intracelular, Mycobacterium tuberculosis (MTB), tem protecao limitada e
variavel contra infeccdo primaria em adultos ou reinfeccéo / reativagao pulmonar pos-
primaria (BEHR; SCHWARTZMAN; PAI, 2013; DE JONGE et al., 2005; FLETCHER;
MCSHANE, 2006). A falta de eficacia da vacina BCG para prevenir a transmisséao de

MTB permanece um tépico de intenso estudo.

Um estudo mostrou que a atividade adjuvante de lactoferrina humana
recombinante (rHLf) para aumentar a eficacia da vacina BCG foi comparada com LF
bovina (bLf), onde a eficacia foi avaliada por comparacdo com parametros
imunoldgicos, resultado histolégico e carga bacteriana no tecido ao longo do tempo
apos uma infeccdo por aerossol de baixa dose com cepa de Erdman Mycobacterium
tuberculosis (MTB). Portanto a vacinacdo com BCG / rHLF levou a uma leve melhora
na protecao contra a infeccdo por MTB nas fases agudas poés-infec¢éo, com reducéo
modesta, mas significativa na progressao inicial da doenca (HWANG; KRUZEL;
ACTOR, 2015).
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Figura 10. Um modelo de entrada na célula SARS-CoV e o papel protetor da lactoferrina na infecgao
por SARS-CoV. (A) HSPGs desempenham um papel importante no processo de entrada da célula
SARS-CoV. Os locais de ancoragem fornecidos pelos HSPGs permitem o contato inicial entre o SARS-
CoV e as células hospedeiras e a concentracao de particulas virais na superficie celular. O SARS-CoV
rola pela membrana celular ligando-se aos HSPGs e faz a varredura em busca de receptores de entrada
especificos, 0 que leva a entrada subsequente na célula. (B) LF bloqueia a infeccdo de SARS-CoV
ligando-se a HSPGs. A expressao de LF pode ser regulada para cima quando o SARSCoV infecta o
corpo humano. LF localiza em HSPGs de superficie celular e evita a interagdo preliminar entre o virus

e as células hospedeiras e o processo de internalizagdo subsequente.
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Fonte: Lang et al., (2011).

A Lf é um potencial candidato a adjuvante, pois a proteina realiza a ligacao ao
ferro presente em todas as secre¢des mucosas e granulos secundarios de neutrofilos.
A Lf é bem conhecido por possuir uma vasta variedade de atividades imunes,
incluindo aumentar a atividade de células assassinas naturais, aumentando a
expressao de superficie de apresentacdo de antigenos e moléculas coestimuladoras
em macrofagos e células dendriticas e LPS decrescentes induzida inflamacéo e
producéo de citocinas inflamatérias (TNF-q, IL-6, IL-1B) (DOURSOUT et al., 2013).

2.5.3 Atividade antifungica

A atividade antifungica de amplo espectro da Lf ou suas fracdes 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 fitopatégenos,
como Aspergillus niger e Trichoderma viride (LAHOZ et al., 2008), de fungos
dermatofiticos como Trichophyton mentagrophytes (FERNANDES; CARTER, 2017;



51

SHARMA et al., 2019) e inibe a germinagao 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 antifungica 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).

Em 1971, realizaram os primeiros estudos com Candida spp. e atribuiu o efeito
antifingico da Lf & sua capacidade de sequestrar Fe3* (GONZALEZ-CHAVEZ;
AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). Em Aspergillus fumigatus, o
sequestro de Fe3* por apo-Lf mostrou-se importante para a defesa do hospedeiro
(ZAREMBER et al., 2007), indicando que o sequestro de ferro pode desempenhar um
papel na acao antifungica de Lf in vivo (FERNANDES; CARTER, 2017).

Posteriormente, observou-se que a apo-lactoferrina é capaz de eliminar C.
albicans e C. krusei, alterando a permeabilidade de sua superficie celular, semelhante
a forma como ocorre nas bactérias. Nesses casos, também foi observado um efeito
maior ao usar a lactoferricina; portanto, acredita-se que o0 mecanismo de acao seja
semelhante ao que ocorre nas superficies bacterianas (RODRIGUEZ-FRANCO;
VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005). Altera¢es na propria
superficie celular incluindo vazamento de proteinas, formacgéo de bolhas na superficie,
inchaco e colapso celular foram observadas em isolados de Candida por microscopia
eletrénica de varredura (SHARMA et al., 2019). A liberacdo celular de ions potassio,
acidificacao citosolica, alteracdes no potencial da membrana, acumulo intracelular de
ROS e condensacédo de cromatina foram detectadas em C. albicans apds o tratamento
com Lf, indicando a inducdo de um fendtipo apoptético (ANDRES; ACOSTA-
ZALDIVAR; FIERRO, 2016; ANDRES; VIEJO-DIAZ; FIERRO, 2008; KHARE et al.,
2004).

O uso combinado de Lf com outras drogas antifiungicas tem sido cada vez mais
estudado nos ultimos anos. Quando combinado com o fluconazol, varias fontes de Lf
foram observadas para aumentar significativamente a atividade inibitéria e diminuir a

concentracéo inibitéria minima (MIC) para varias espécies de Candida, incluindo o tipo
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selvagem e cepas clinicas, e biossintese e ergosterol e mutantes resistentes ao azol
(FERNANDES; CARTER, 2017; VENKATESH; RONG, 2008).

Varios outros medicamentos azolicos, incluindo itraconazol, clotrimazol e
cetoconazol, bem como 5-fluorocitosina, demonstraram funcionar sinergicamente com
Lf em C. albicans. As drogas de polieno anfotericina B e nistatina ndo exibiram
interagcdes com bLf quando testadas em espécies de Candida embora anfotericina B
e bLf tenham sido encontrados para agir sinergicamente em Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii e S. cerevisiae (FERNANDES; CARTER, 2017).

2.5.4 Atividade antiparasitaria

Uma compreenséo clara das atividades antimicrobianas de Lf tem sido dificil
de ser alcancada porque os mecanismos de acédo de Lf e os nichos ecoldgicos de
microbios geralmente diferem de um organismo para outro. Os mecanismos
moleculares da atividade antiparasitaria de Lf sdo ainda mais complexos (GARCIA-
MONTOYA et al., 2012). A maioria dos estudos sobre a atividade antiparasitaria de Lf
foi realizada in vitro, analisando associagdes moleculares na presenca ou auséncia
de Fe®'. Esta atividade também foi demonstrada usando peptideos derivados da
molécula completa (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ,
20009).

A infeccdo € causada pela Entamoeba histolytica, que utiliza mecanismos
complexos para invadir a mucosa intestinal e causar colite amebiana. A apo-Lf € a
proteina do leite com o maior efeito amebicida contra E. histolytica in vitro, pois pode
ligar os lipidios na membrana do trofozoito causando ruptura da membrana e danos
ao parasita (GARCIA-MONTOYA et al., 2012; GOMEZ et al., 2007; GONZALEZ-
CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009).

Lépez-Soto et al., (2010) observaram que a cepa patogénica E. histolytica HM1:
IMSS foi suscetivel & quimera Lf, que € um produto de fusédo do peptideo lactoferrina
lactoferricina aminoacidos 17-30 com o peptideo lactoferrampina aminoacidos 265-
284, em curtos tempos de incubagéao (3 h), enquanto o parasita mostrou sensibilidade
moderada LFcinal7-30 e LFampina265-284, atingindo apenas a morte de amebas

apos tempos de incubagédo prolongados. Curiosamente, as atividades ndo foram
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afetadas em meio contendo ferro, sugerindo que esse elemento n&o participa do efeito
amebicida de LFcin17-30, LFampin265-284 e LF quimera. Provavelmente, o ferro da
dieta ndo influenciara a atividade antiamoebica. Assim, a quimera LF pode ser um
excelente candidato como antiamoebico. Obviamente, é necessario testar a letalidade
do LF quimera para ameba em modelos animais, a fim de confirmar seu efeito

amebicida in vivo.

Estudos mostraram que a lactoferrina bovina (bLf) liga-se aos componentes de
T. brucei e que o hidrolisado de bLF interrompeu os locais responsaveis pela ligacédo
as proteinas do parasita, causando privacdo de Fe3* (TANAKA et al., 2004). Outros
estudos in vitro mostram que a transferrina sérica, bem como Lf humano e bovino,
pode se ligar ao parasita intracelular Toxoplasma gondii, que causa toxoplasmose e
afeta humanos e animais. No entanto, Lf ndo pode impedir que o parasita entre no
hospedeiro. O mecanismo de acao neste caso € a inibicdo do crescimento intracelular
de T. gondii nas células hospedeiras (DZITKO et al., 2007; GONZALEZ-CHAVEZ;
AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). Em modelos animais, uma
lactoferricina reduziu a infectividade de esporozoitos de T. gondii e Eimeria stiedai
(GARCIA-MONTOYA et al., 2012).

O efeito da Lf nos hemoparasitas Babesis caballi e Babesia equi depende se Lf
esta ou ndo ligado a Fe®*. Verificou-se que B. caballi foi significativamente suprimido
por apo-Lf, mas néo foi inibido pelos outros tipos de Lf, enquanto nenhum dos tipos
de Lf teve um efeito inibitério contra B. equi (IKADAI et al.,, 2005).Se também
demonstrar atividade aditiva ou sinérgica com compostos antiparasitarios usados
clinicamente (GARCIA-MONTOYA et al., 2012; LEON-SICAIROS et al., 2006).

2.5.5 Atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora

A Lf exibe propriedades imunolégicas que influenciam as imunidades inatas e
adquiridas (LEGRAND et al.,, 2006). Sua relacdo com o sistema imunologico €&
evidente pelo fato de que pessoas com deficiéncia de Lf congénita ou adquirida tém
infeccBes recorrentes (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). A Lf pode modular a
expressao especifica e ndo especifica de proteinas antimicrobianas, receptores de
reconhecimento de padrbes e proteinas relacionadas ao movimento de linfécitos

(YAMAUCHI et al., 2006). O papel que a Lf desempenha na regulacdo das respostas
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imunes inatas confirma sua importancia como um mecanismo de defesa de primeira
linha do hospedeiro contra patdégenos invasores, modulando a inflamacéo aguda e
cronica (GARCIA-MONTOYA et al., 2012; KRUZEL et al., 2006; LEGRAND et al.,
2006). Além de induzir a imunidade sistémica, a Lf pode promover a imunidade da
pele e inibir como respostas alérgicas. Ele induz o sistema imunoldgico contra
alérgenos da pele, causando inibicdo dependente da dose de migracao de células de
Langerhans e o acumulo de células dendriticas nos linfonodos (VAN DER STRATE et
al., 2001).

A carga positiva da Lf permite que ela se ligue a moléculas carregadas
negativamente na superficie de vérias células do sistema imunolégico e foi sugerido
gue esta associagcdo pode desencadear vias de sinalizagdo que levam a respostas
celulares, como ativacéo, diferenciacdo e proliferacdo. A Lf é transportada para o
nacleo, onde pode se ligar ao DNA e ativar diferentes vias de sinalizacéo
(GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 20009).

A resposta inflamatéria € induzida por receptores de reconhecimento de padrao
codificados por linha germinal (PRRs) expressos em muitos tipos de células que
interagem com seus ligantes de origem exégena ou enddgena, nomeadamente
Padrbes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) ou Padrdes Moleculares
Associados a Perigo (DAMPS), respectivamente. Alguns PRRs compreendem uma
grande familia de receptores, como os receptores Toll-like (TLRs). Apés a ligacao do
ligante, os TLRs conduzem a vias de sinalizagcdo resultando na ativacao e
translocacao do fator nuclear (NF) -kB para o nucleo (CUI et al., 2014; JONES; NEISH,
2011; KARIN; LAWRENCE; NIZET, 2006).

A NF-kB modula a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como
interleucina (IL) -1, IL-18, interferon tipo | (IFN-a e IFN-B), fator de necrose tumoral
(TNF) a, bem como citocinas quimioatraentes (quimiocinas). Outra classe de PRRs
inclui receptores semelhantes a Nod (NLRs), alguns dos quais, como NLRP1, NLRP3
e NLRP6, funcionam como sensores ou adaptadores formando os “inflamassomas”
(CUI et al., 2014). A ativacao de inflamassomas por PAMPs e / ou DAMPs induzem
vias de sinalizacdo resultando na ativacdo da caspase-1 que cliva as pré-formas
inativas de citocinas (IL-1 e IL-18) para gerar suas formas ativas. Além de gerar

citocinas pré-inflamatérias ativas, alguns inflamassomas regulam a morte celular em
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resposta a sinais de perigo microbianos e endégenos (DRAGO-SERRANO et al.,
2017).

A Lf é secretada para o meio, onde apresenta atividade anti-inflamatéria por
meio da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, como interferon-gama, fator de
necrose tumoral alfa e interleucina (IL) -1, IL-2 e IL -6. A nivel celular, a Lf aumenta o
namero de células natural Killer (NK), aumenta o recrutamento de células
polimorfonucleares no sangue, induz fagocitose e pode modular o processo
mielopoiético (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ,
20009).

Os trabalhos com modelos de infeccao in vitro e in vivo mostram que bLf exibe
efeitos moduladores para cima e para baixo no perfil de citocinas Thl pro-
inflamatorias. O papel de bLf na resolucdo de infec¢des por meio da modulagédo de
mediadores de inflamacéo foi documentado em modelos de infeccdo causada por
varias cepas de bactérias enteropatogénicas e parasitas (DRAGO-SERRANO et al.,
2017). Além disso, verificou-se que a Lf promove o desenvolvimento de
Bifidobacterium, um dos principais géneros de bactérias da flora do célon usado como
probidticos, de forma independente do nivel de saturacdo de ferro de Lf
(WAKABAYASHI et al., 2014). Acredita-se que esse efeito ajude a manter a

homeostase intestinal.

Estudo demonstrou que com relacéo a inflamacao gastrica, o tratamento com
bLf ou hLf como agentes Unicos ou em combinacdo com drogas antimicrobianas,
favorece a erradicacdo de bactérias e protege contra gastrite causada por
Helicobacter pylori ou Helicobacter felis (DRAGO-SERRANO et al., 2017).

Os efeitos da modulacdo negativa de bLf em citocinas pré-inflamatorias
também foram documentados em culturas de células de monocamada Caco-2
infectadas com a cepa invasiva de Escherichia coli recombinante abrigando o gene
de Yersinia pestis; esta cepa € capaz de realizar invasdo, mas ndo multiplicacao
intracelular dentro das células epiteliais. Neste modelo, apo-bLf, bem como holo-bLf
diminuiram os niveis de IL-8 eliciado pela cepa de tipo selvagem de E. coli ndo
invasiva, e IL-8, IL-6 e TNFa por E. coli invasiva. Além disso, tanto apo- quanto holo-

bLf inibiram uma resposta aumentada de IL-8 causada pela cepa invasiva de E. coli,
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mas 0s niveis desta citocina permaneceram elevados (DRAGO-SERRANO et al.,
2017). Segundo o mesmo autor, as células epiteliais cultivadas tratadas com LPS ou
infectadas por E. coli HB101 aderente ndo invasiva sintetizam niveis muito baixos de
citocinas proé-inflamatorias, tornando dificil destacar a atividade anti-inflamatoria de bLf
(YEMETS et al., 2014). Por outro lado, as mesmas monocamadas infectadas por E.
coli HB10l1l invasivo (pRI203) expressam significativamente citocinas pro-
inflamatérias, cuja sintese € significativamente diminuida por bLf (DRAGO-
SERRANO et al., 2017).

Estudos relatam que diferentes monocamadas epiteliais infectadas com varios
patégenos facultativos ou intracelulares obrigatérios foram encontradas para
expressar citocinas proé-inflamatérias. A adicdo de bLf a 100 pg / mL diminuiu
significativamente os niveis de IL-183, IL-6, IL-8 e NF-kB (SESSA et al., 2017; VALENTI
et al., 2011). A bLf também exerce sua atividade anti-inflamatéria em macréfagos
inflamados por LPS (CUTONE et al., 2014, 2017; ROSA et al., 2017). Macrofagos
humanos, responsivos ao tratamento com LPS, expressam positivamente IL-6, que é
significativamente inibida por bLf, o que reduz a inflamac&o patolégica e o dano
celular, a semelhanca do que foi observado em células epiteliais invadidas por
bactérias intracelulares (ROSA et al., 2017).

2.5.6 Atividade anticarcinogénica da lactoferrina

A Lf exerce atividade antineoplasica por diferentes mecanismos de acdo de
acordo com o tipo de céancer, incluindo: alteracdo da membrana celular, inducéao de
apoptose, parada do ciclo celular, imunomodulagédo celular, agdo antiangiogénica,
inibicdo de metastases e até necrose celular. No entanto, as bases moleculares da
maioria desses mecanismos sao mal compreendidas e requerem pesquisas mais
aprofundadas (ZHANG et al., 2014). Mas além dos aspectos clinicos gerais, varios
mecanismos moleculares subjacentes a capacidade anticancer do Lf foram revelados,
incluindo a modulagéo do ciclo celular, promocdo de apoptose, impedimento da

migracao e invasividade, bem como imunomodulacdo (CUTONE et al., 2020).

Um possivel mecanismo pelo qual a Lf atua como uma molécula
antitumorigénica é através da capacidade inata de ligar ao ion ferro (GONZALEZ-
CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). Na verdade, FeZ*, por
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meio da reacao de Fenton e de Haber - Weiss (reacdo de Fenton impulsionada por
superéxido), é responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
desencadeiam e promovem o dano de varias estruturas celulares e macromoléculas,
incluindo DNA e RNA (LUZI et al., 2017). A presenca de ferro nos tecidos é
considerada como aumentando o estresse oxidativo no material genético, dando
origem a carcinogénese, e a Lf atua no nivel do tecido capturando esses ions
(MORENO-EXPOSITO et al., 2018; RODRIGUES et al., 2009). No entanto, Luzi et al.,
(2017) relataram recentemente que Lf bovino livre de ferro (apo-bLf) tem capacidade

apoptoética em células cancerosas epiteliais humanas (HelLa).

Evidéncias foram relatadas para o reconhecimento primario entre Lf e os
receptores de superficie das células cancerosas (GUEDES et al., 2018; PEREIRA et
al.,, 2016). A este respeito, a maioria das células cancerosas tem um alto teor de
proteoglicanos, glicosaminoglicanos (GAGs, principalmente sulfatos de heparana e
condroitina), bem como de acidos sidlicos, todas essas moléculas sendo conhecidos
interatores de Lfs (KUHNLE et al., 2019). Este reconhecimento bruto pode estar na
base da especificidade e seletividade anticAncer Lf. A por¢cdo N-terminal de hLf,
contendo um grupo Unico de quatro residuos de arginina consecutivos (G1RRRR5),
demonstrou ser essencial para a interacdo de hLf com GAGs na linha de células de
carcinoma de colon humano HT29-18-C1, bem como em linfoblastico humano Jurkat
Células T. Curiosamente, a regido N-terminal de bLf, que mostra uma sequéncia de
consenso diferente (A1IPRKN5), é capaz de interagir com GAGs associados a
membrana celular de forma semelhante a hLf (CUTONE et al., 2020). Além disso, um
estudo demonstrou que a fosfatidilserina, um componente da membrana
citoplasmatica amplamente representada nas células tumorais, € um alvo crucial para
a atividade anticancer especifica de derivados de Lfcin (Lfcin-H) humanos (RIEDL et
al., 2015).

A Lf demonstrou um potencial terapéutico notavel no tratamento do cancer.
Estudos demonstraram que a Lf e seus peptideos possuem efeito inibitério contra
linhas de células de cancer de pulméao (A549), gastrico (AGS), intestinal (HT-29) e de
mama (MDA-MB-231, MCF-7) (AMIRI; MORADIAN; RAFIEI, 2015; GIBBONS;
KANWAR; KANWAR, 2015; TUNG et al., 2013) lingua, esodfago, figado e colorretal
(HEGAZY et al., 2019; SUGIHARA et al., 2017). Enquanto o tratamento com Lf foi
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considerado eficiente na inibicdo do crescimento, metastase e tumor associado
angiogénese (ZHANG; LIMA; RODRIGUES, 2014), bem como no reforco da
guimioterapia (SUN et al., 2012).

Estudos mostram que a bLf inibiu a expressdo de survivin (uma proteina
aumenta a taxa de sobrevivéncia de células cancerosas) e modulou a apoptose de
células cancerosas in vitro e in vivo (GIBBONS; KANWAR; KANWAR, 2015; KANWAR
et al., 2015).

Em humanos, a aplicagédo do Lf em ensaios clinicos para preven¢éo do cancer
€ quase impraticavel para a maioria dos tumores, porém, investigacdes sobre seu
potencial uso para o tratamento de tipos especificos de lesdes pré-cancerosas, a fim
de evitar sua transformacdo em células altamente tumorigénicas, foram realizadas
(IGO et al., 2014).

Um estudo em 2002-2006, realizado pelo grupo de pesquisa Tsuda investigou
os efeitos inibitérios de bLf administrado por via oral no crescimento de poélipos
adenomatosos colorretais pré-cancerosos em um ensaio clinico realizado em 104
participantes, com idades variando de 40 a 75, no National Hospital do Cancer Center,
Toquio, Japdo. Os participantes foram divididos em trés grupos, adquirindo O (grupo
placebo), 1,5 ou 3 g de bLf por dia durante um ano. Os resultados mostraram que,
enquanto a dose menor ndo exerceu efeito significativo, a dose maior foi capaz de
impedir o crescimento dos polipos colorretais, em pacientes com 63 anos ou menos,
guando comparados ao grupo placebo. Curiosamente, 0s niveis séricos de hLf em
pacientes que adquiriram 3 g de bLf foram encontrados para aumentar
significativamente ja apos 3 meses de tratamento, consistente com um aumento na
atividade dos neutrofilos (KOZU et al., 2009).

Em 2014, o mesmo grupo enriqueceu o estudo ao apresentar dados sobre a
correlagdo entre os parametros imunolégicos e o tamanho dos podlipos. Os
participantes do ensaio com polipos em regressdo apresentaram: i) aumento da
atividade das células NK e maior nimero de células CD4+ nos pélipos, consistente
com a ativacdo da imunidade adaptativa e ii) diminuicdo do nimero de neutrofilos
polimorfonucleares e aumento do numero de células S100A8+ nos pdlipos,

consistente com a regulacdo negativa de estimulos inflamatorios (11GO et al., 2014).
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No geral, embora os mecanismos moleculares permane¢cam desvendados, o0 ensaio
clinico de Toquio representa um resultado fundamental, mostrando a eficiéncia da
administracdo oral de bLf em neutralizar o desenvolvimento do cancer em humanos
(CUTONE et al., 2020).

2.6 Técnicas de purificacao de proteinas

2.6.1 Técnica de precipitacdo salina (salting-out)

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

Esse ordenamento das moléculas de agua resulta em uma perda de entropia
e, portanto, é energeticamente desfavoravel. Quando o sal é adicionado a solugéo, a
tensao superficial da 4gua aumenta, resultando em maior interacédo 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 precipitacéo.
Tanto o dobramento quanto a precipitacao 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 aproximacao, os sais que favorecem a
salinizacdo aumentam a tensdo superficial da agua ao maximo. A sequéncia
estabelecida para os anions ordenados da maior para a menor precipitagédo é CO3z> >
S04% > S,03% > HaPO4% > F > CI' > Br = NOs” > | > ClO4s > SCN-, e para cations:
(CH3)aN* > Cs* > Rb* > NH4* > Na* > Li* > Mg?* > Ca?* (HYDE et al., 2017).

O sulfato de aménio, (NH4)2SO4, é frequentemente usado para precipitacao
salina (salting-out) por causa de sua alta solubilidade, que permite solucdes de forca
idbnica muito alta, baixo prego e disponibilidade de material puro. Além disso, NH4* e
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S0O4% estdo no inicio de suas respectivas séries Hofmeister e mostraram estabilizar a
estrutura da proteina (BURGESS, 2009).

A principal deficiéncia de usar a precipitagdo 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 idnica 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 concentracéo de (NH4)2SO4 a uma
coluna de dessalinizac&o é desaconselhavel, pois isso pode causar a compressao do
meio da coluna (DUONG-LY; GABELLI, 2014).

2.6.2 Purificacdo de Lactoferrinas de distintos mamiferos e suas aplicagbes

As Lf tem sido purificadas de varios mamiferos como purificou 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 5).

A Sephadex G-75 e a Sephadex g-100 sao 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 purificagdo de moléculas € um meio de
filtracdo em gel usado em cromatografia de filtracdo em gel e cromatografia de
proteinas. O uso da Sephadex G-75 sao a dessalinizacao, remocado de contaminantes
e transferéncia rapida para um novo tampdo 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 usado para estudar a cistatina do cérebro de mamiferos e
para purificar metaloproteinase proé-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 filtragdo em gel. E um meio
de filtragdo em gel frequentemente citado para dessalinizacdo e troca de tampéo de
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moléculas muito grandes. Preparado reticulando dextrano com epicloridrina. Os
produtos da Sephadex diferem em seu grau de reticulacéo 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¢des. Foi utilizado para purificar a
enzima polifenoloxidases isolada de banana por filtracdo em gel. A faixa de
fracionamento médio € indicada para “Médio” indica um grande tamanho de particula
para uso em separacdes de grupos em grande escala, onde altas taxas de fluxo e
baixas pressfes 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).

Tabela 5. 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 Filtragao
equino 2009)
Lactoferrina de Sephadex G-75 1 a 80 KDa . (YUGIS et al.,
_ Gel Filtracdo 2015
caprine Sephadex G-100 | 4 a 150 KDa )
Lactoferrina do (ABBAS;
colostro de CM Sephadex C-50 | 30 A 100KDa | Troca lbnica 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 l6nica
caprino 2017)

Fonte: Autor, (2021).

A lactoferrina humana e bovina tem regifes de peptideo catibnico fortes que
sao responsaveis por uma série de caracteristicas de ligacao importantes (STEIINS;
VAN HOOIJDONK, 2000). A purificacdo da Lf realizada com Sephadex G-75 (gel —
filtracdo) 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 fragéo
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de purificacdo usando Sephadex G-75 é capaz de separagdo de proteinas com peso
molecular na faixa de 80 kDa. No entanto, ainda ndo estd completamente purificado
devido a separacao ser baseada apenas no peso molecular, ndo na carga de proteina.
Neste mesmo estudo, realizou a purificacdo da Lf com Sephadex G-100 que separa
moléculas na faixa de peso de 4-150 kDa, onde mostrou que nao havia banda na faixa
de 80 kDa. Isso pode ser explicado pois a lactoferrina tem um peso molecular cerca
de 80 KDa e a faixa de capacidade de purificacdo da Sephadex G-100 € 4-150 KDa
muito alto em comparacdo com a Sephadex G-75 logo, a eluicdo da proteina nao foi
bem eficaz devido a ampla faixa de purificacdo da Sephadex G-100. A desvantagem
do uso de acondionamento manual também pode ser prejudicada no processo de
purificacdo, visto que era dificil determinar a liberacdo de Lf da resina (YUGIS et al.,
2015).

Kim et al., (2009) em um estudo realizou a purificacao da lactoferrina de equinos
por cromatografia em 2 etapas. A cromatografia de lactoferrina de égua em Sephadex
G-100 resultou em 3 picos e apds andlise de SDS-PAGE as fragbes contendo
lactoferrina (15-28 fracBes) foram reunidas e aplicadas na coluna Toyopeal-AF-
Heparin-650m (cromatografia por afinidade) que resultou em 3 picos. Apos a analise
de SDS-PAGE obteve o peso molecular para a lactoferrina de equino da Mongolia de
81 kDa aproximado ao peso molecular de 82 kDa da lactoferrina.

A purificacéo da lactoferrina bovina por cromatografia Sephadex C-50 esta uma
troca idnica gerou uma concentracéo de Lf determinada de cerca de 2,4 mg / ml. A Lf
purificada no presente estudo tinha concentracdo muito boa e também purificada em
uma etapa com atividade bioldgica e eficiéncia de purificacdo de cerca de 90%. O
método mencionado, além da simplicidade e rapidez, pode resultar no isolamento da
lactoferrina altamente pura (MORADIAN; SHARBAFI; RAFIEI, 2014).

A troca ibnica CM Sephadex C-50 é ideal para a captura simples e econdmica
de proteinas e complexos de grandes volumes de matéria-prima. Essa resina € mais
adequada para biomoléculas maiores, como proteinas na faixa de peso molecular de
30 KDa a 100 KDa. Moléculas de alto peso molecular, que séo excluidas do granulo,
podem ser adsorvidas até certo ponto na superficie externa. A remocao de
detergentes e a purificagcdo de proteinas de soro sdo aplicacdbes comuns de CM
Sephadex C-50 (STELLWAGEN, 2014).
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A lactoferrina de cabra foi purificada por cromatografia CM Sephadex C-50 que
gerou um unico pico no perfil de eluicdo nas fracbes de 32-37. No gel SDS-PAGE a
mesma fracéo eluida do pico e comparada o peso molecular de aproximadamente 80
kDa confirmou a pureza e a identidade da lactoferrina de cabra e a concentragéo
estimada a partir da curva padréo foi de 1,8 mg / mL de amostra reconstituida. O que
correspondeu a um rendimento de 10,94 mg / L de colostro (VIJAYAN et al., 2017).

2.7  Purificacdo isoelétricas de mais diversas proteinas

Dependendo do pH, o grupamento amino com carga positiva (forma catiénica)
ou o grupamento acido carboxilico com carga negativa (forma anibnica), podem
predominar. Porém, em determinado pH (pH isoelétrico ou Ponto isoelétrico), havera
somente uma forma dipolar (ou seja, positiva e negativa ao mesmo tempo), onde sera
observada uma neutralidade elétrica na molécula. Estes ions dipolares, sdo também
chamados de zwitterions (expressao alema que ao pé da letra significaria algo como
"ions hermafroditas"), predominam no ponto isoelétrico (pl). A forma catibnica
predominara em pH abaixo do pl, havendo deficiéncia de H* na solucdo que varia a
carga elétrica pois o grupamento COO" recebera H*. Enquanto que a forma anibnica
predominard em pH acima do pl, havendo excesso de H* na solu¢do que varia a carga

elétrica do grupamento NH3* doara ser H* (“Aminoécidos e proteinas pgs 9a 13 e 177,

[s.d.]).

O valor pl exato da aproteina € uma informacéo importante que pode ser muito
util para a avaliacao dos resultados da analise protedmica. Até agora, os valores pl de
proteinas em bancos de dados sédo geralmente calculados a partir da composicéo de
aminoécidos e, portanto, podem diferir substancialmente dos valores experimentais
reais, especialmente no caso de proteinas modificadas pés-traducdo (CHMELIK;
MAZANEC; SLAIS, 2007).

O principio da purificacdo isoelétrica baseia-se na titulacédo realizada com a
adicdo de um aminoacido no meio a ser titulado, ocorrendo a elevacdo do pH.
Contudo, duas zonas de estabilizagdo (uma em pH acido e outra em pH basico)
indicando que ha duas zonas de equilibrio quimico, onde ndo ha a varia¢cdo do pH
mesmo com a adicdo da base no meio acido. Essas regi6es demonstram que 0s

aminoacidos sao responsaveis por uma funcédo tamponante (evitam variagcdes bruscas
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de pH). Como a forma dipolar é a que ocorre no pl, toda vez que o pH cai abaixo do
valor do pl (acidificacdo do meio), o aminoacido recebe o H* adicionado através da
extremidade COO" tornando-se um cation. Quando o pH eleva-se acima do valor do
pl (alcalinizacdo do meio), o aminoacido torna-se um anion devido a doacdo do H*
pelo grupamento NH3* (“Aminoacidos e proteinas pgs 9 a 13 e 177, [s.d.]).

A purificacdo de proteinas do leite e do soro de leite pela separa do ponto
isoelétrico é pouco explorada. Um estudo realizado por Capitani et al., (2005) isolou e
purificou a - lactoglobulina do soro da producéo de queijos de minas frescal atraves
da separacdo do ponto isoelétrico. A lactoferrina é uma proteina basica carregada
positivamente com um pl de 8,0-8,5 (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Despertando
o interesse para estudos de purificacdo através da separacdo do ponto isoelétrico da
Lf.

2.8  Estudos espectroscopicos com proteinas

Depois de serem distribuidos no sangue circulante, os medicamentos se ligam
as proteinas plasmaticas em varios graus. Em geral, essa ligacao é reversivel e existe
um equilibrio entre as espécies moleculares ligadas e livres. E comumente afirmado
gue, a menos que haja um sistema de transporte especifico, apenas as moléculas
livres do farmaco sdo capazes de cruzar as barreiras da membrana e serem
distribuidas aos tecidos para sofrer metabolismo e filtracdo glomerular. Apenas a
fracdo livre do medicamento é capaz de exercer efeitos farmacoldgicos e / ou
toxicolégicos. Assim, a ligacao droga-plasma-proteina esta criticamente envolvida na
farmacocinética da droga (ou seja, absorc¢édo, distribuicdo, metabolismo e eliminacao)
e farmacodinamica (efeitos farmacoldgicos). A ligacdo da proteina plasmaética foi,
portanto, considerada, juntamente com a solubilidade, lipofilicidade, ionizacdo e
propriedades metabdlicas, como uma chave parte dos dados que caracterizam
gualquer composto e devem ser avaliados nos estagios iniciais da descoberta do
medicamento (VUIGNIER et al., 2010).

Uma nova tendéncia na pesquisa de interagdo de proteinas-pequenas
moléculas é o uso de diferentes analises espectroscopicas combinadas com métodos
computacionais (docking molecular) para obter o modo de interacéo dos parceiros de

ligacdo, como a espectroscopia de absorbancia no UV-visivel tém sido usada para
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pesquisar as propriedades de ligacao de drogas isoméricas ao BLF (GUO et al., 2017;
HUANG et al., 2018).

Estes estudos sobre o 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 € elucidar o mecanismo de eficacia e toxicidade do
medicamento, metabolismo, farmacocinética e forca de ligacdo do medicamento-

lactoferrina, etc (GUO et al., 2017).

Lee et al.,, (2008) estudou os parametros de interacdo e transferéncia de
energia do acido ursolico (UA) e o acido oleandlico (OA) com bLf foram medidos por
espectroscopia. Foram investigadas as mudancas conformacionais das moléculas
como um todo, bem como a estrutura secundéria e a transformacédo conformacional
do bLf no processo de ligacéo. Os efeitos de diferentes ions nas constantes de ligacao
também sdo analisados. Além disso, trés resultados de docking molecular com a
Orientagdo de Eficacia com base em dados experimentais sdo mostrados. Os
resultados das experiéncias em combina¢do com os calculos mostraram que existem

dois padrdes de ligacao do triterpendide pentaciclico ao bLf.

Estudos sobre a interacdo de farmacos isoméricos e bLf ndo sdo apenas
essenciais para investigar a eficacia de farmacos, revelar o mecanismo
farmacocinético e orientar o uso racional de farmacos, mas também tem um papel
significativo no desenho molecular de farmacos e na explora¢do de novos farmacos
(GUO et al., 2017). Mas a reacdo de ligacdo da molécula de lactoferrina com a
molécula do farmaco varia de acordo com os tipos de lactoferrina. Neste estudo, a
lactoferrina bovina (bLf) é escolhida como proteina-alvo devido as suas caracteristicas
universais e estrutura conhecida. Além disso, a estrutura tridimensional do BLF é

muito semelhante a lactoferrina humana (HLF) (SUN et al., 2018).

2.9 Estudos espectroscopicos proteinas com Flavonoides

Flavonoides sdo fitoquimicos encontrados em frutas, vegetais, nozes,

sementes, caules e flores, bem como cha, vinho, prépolis e mel, qgue sdo conhecidos
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por serem responsaveis pelas cores de muitas flores e frutas e protegem as plantas
contra patégenos e insetos e radiacdo UVB (CUSHNIE; LAMB, 2005).

A ampla distribuicdo de flavondides significa que muitos animais, incluindo
humanos, ingerem quantidades significativas de flavondides em sua dieta. Os
flavonoides possuem muitas propriedades Uteis, incluindo atividade antiinflamatoria,
atividade estrogénica, inibicdo enzimatica, atividade antimicrobiana, atividade
antialergénica, atividade antioxidante, atividade vascular e atividade citotoxica e
antitumoral (CUSHNIE; LAMB, 2011). Cada vez mais, os flavondides sédo objeto de
pesquisas médicas (HUANG et al., 2018).

Um estudo realizado com A Albumina do Soro Humano (HSA) é a principal
proteina extracelular presente no plasma sanguineo, que tem a funcao central de
transportar e distribuir ligantes enddgenos e exdégenos para diferentes alvos
moleculares no corpo humano. Tornou-se importante o desenvolvimento de estudos
gue caracterizam a interacdo dos flavondides com a proteina transportadora HSA.
onde investigou a interagdo dos flavonodides Isovitexina (ISO) e 2-Fenilcromona
(2PHE) com a HSA, utilizando técnicas experimentais de espectroscopia de
fluorescéncia, absorbancia UV-Vis, dicroismo circular (CD) e infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR). Em que concluiu que a integracdo dessas
abordagens experimentais e computacionais possibilita caracterizar a formacéao dos
complexos HSA-flavondides, determinando aspectos fisico-quimicos como:
constantes de afinidade, parametros termodindmicos, numero de sitios de ligagéo,
perfil de cooperatividade e residuos de aminoacidos responsaveis pelas interacdes
proteina-flavonoides (hidrofdbicas e eletrostaticas) (CARUSO, 2012).

Como um composto bioativo com atividades antibacteriana e antioxidante, as
micromoléculas de flavonoides podem possivelmente ter um impacto na atividade do
bLf em reac@es inflamatdrias. ZHANG, DAI e HUANG (2012), estudaram a implicacéo
biolégica da interacdo entre fibrinogénio e resveratrol e observaram que o fibrinogénio
fortaleceu a estabilidade do resveratrol. Li et al. (2009), estudou as interacdes entre 3
compostos flavonodides e a-amilase, e os resultados mostraram que 0s 3 compostos

flavonodides séo inibidores eficazes da a-amilase.
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Huang et al. (2018), estudou a interacdo entre trés flavonoides Luteolina (LTL),
Quercetina (QCT) e Naringenina (NGN) e lactoferrina bovina (bLf) em pH 7,4 foi
investigada espectros de absorcao UV-visivel. Em que descobriu que a principal forca
entre 0 QCT e o LTL com BLF foram as interagcdes de Van der Waals e as ligacdes de
hidrogénio. Bem como, as interacfes eletrostaticas desempenharam um papel
importante no processo de ligacao da interacdo entre NGN e BLF. Sendo 0 mesmo
autor, estes resultados implicaram que a luteolina (LTL), a quercetina (QCT) e a
naringenina (NGN) poderiam fornecer guias importantes para a quantidade do
composto (por exemplo, dosagem do medicamento) e 0 projeto de novos compostos

(ou drogas).
2.10 Estudos espectroscopicos proteinas com antibidticos

Os produtos farmacéuticos sdo projetados para estimular uma resposta
fisiologica em humanos, animais, bactérias ou outros organismos. Durante a ultima
década, aumentou a preocupacao com os efeitos adversos que o0 uso e o descarte de
produtos farmacéuticos podem ter sobre a satide humana e ecolégica (KUMMERER,
2003).

Com a resisténcia aos antibiéticos atingindo o ponto critico em muitos hospitais
ao redor do mundo e aumentando a resisténcia em infec¢cdes adquiridas na
comunidade, hd uma necessidade urgente de reabastecer nosso arsenal de agentes
anti-infecciosos. Idealmente, isso deve ser na forma de novas classes de agentes
antibacterianos, uma vez que a alteracao estrutural de drogas para as quais ja se
desenvolveu resisténcia raramente fornece uma solugao importante. A inibicdo dos
mecanismos de resisténcia por meio do desenvolvimento de novos adjuvantes
também representa uma estratégia importante (CUSHNIE; LAMB, 2011). Diante disso,
os estudos sobre 0 mecanismo de reacdo entre proteinas e drogas usando técnicas
espectrais em combinacdo com modelagem molecular s&o uma abordagem comum

para estudar a ligacdo em detalhes (GUO et al., 2017).

Um dos antibidticos bastante estudados na literatura € a amoxicilina, nomeada
quimicamente como (2S, 5R, 6R) [[(2R) -2-amino-2 (4 hidroxifenil) acetil] amino] -3,3-
dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo [ 3.2.0] acido heptanos-2-carboxilico € um antibiético

beta-lactamico de espectro moderado usado para tratar infeccbes causadas por
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bactérias gram-positivas sensiveis a penicilina, bem como algumas bactérias gram-
negativas (GULFEN; CANBAZ; OZDEMIR, 2020). Resistente a inativacdo pelo acido
gastrico. Geralmente € o medicamento de escolha porque é mais rapida e
completamente absorvido do que outros antibiéticos beta-lactamicos quando
administrados por via oral. Para superar sua sensibilidade a destruicdo por beta-
lactamases, a amoxicilina foi administrada concomitantemente com acido clavulanico,
um potente inibidor da beta-lactamase em preparacfes farmacéuticas (GIANG;
HOANG, 2010).

Em um estudo realizado por Giang e Hoang (2010), utilizaram a amoxicilina em
andlises espectrofotométricas, sem separac¢ao prévia, por meio de técnicas derivadas
de UV em combinacdo com acido clavulanico ou em misturas farmacéuticas de

antibiodticos.

As interacdes entre o cloridrato de ciclofosfamida (CYC) e a aspirina (ASA) com
albumina de soro humano (HSA) foram investigados por medicédo de fluorescéncia.
Onde os espectros de fluorescéncia das drogas exibiram um apreciavel deslocamento
hipsocrémico junto com um aumento na intensidade de fluorescéncia. Como também,
o indice de polidispersidade e distribuicdo de tamanho do complexo proteina-droga
foram medidos em varias concentracdes dos farmacos pela técnica do potencial zeta,
gue confirmou os ja obtidos resultados experimentais anisotropia, indice de
polidispersidade e fluorescéncia resolvida no tempo. (OMIDVAR; ASOODEH,;
CHAMANI, 2013).

A presenca desses residuos no leite é consequéncia da utilizagdo
indiscriminada de medicamentos na pratica veterinaria, ndo cumprimento do periodo
de caréncia dessas substancias, higienizacdo inadequada de equipamentos e
utensilios da industria ou adicéao fraudulenta para minimizar a deficiéncia da qualidade
higiénica do leite. A presenca de residuos de substancias quimicas é considerado
adulterado e impréprio para 0 consumo, pois representa um risco a saude publica
(MENDES et al, 2008). Estes riscos sdo manifestados por reacdes de
hipersensibilidade, frequentemente associadas as penicilinas (B-lactamicos) e as
estreptomicinas; inducéo de resisténcia bacteriana, associada as tetraciclinas; lesoes
Oticas, hepéticas e renais associadas a gentamicina, além de genotoxicidade e
anemia aplasica associadas ao cloranfenicol (LOZANO A; ARIAS M, 2008).
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Em uma estudo realizado por (VIEIRA et al., 2012) detectou os residuos de
antibioticos em 79 amostras de leite pasteurizado do tipo B de diferentes fabricantes
adquiridos em estabelecimentos comerciais do Estado do Parand, Brasil. A deteccao
de residuos de estreptomicina, cloranfenicol, B-lactamicos, tetraciclina e gentamicina
foi realizada utilizando kits comerciais de ensaio imunoenzimatico. O estudo detectou
residuos de antibidticos em 15/79 (19%), das quais 6/15 (40%) estavam contaminadas
por cloranfenicol, 3/15 (20%) por tetraciclinas, 1/15 (6,7%) por gentamicina, 3/15
(20%) por estreptomicina e 2/15 (13.3%) por B-lactamicos e trés amostras estavam

contaminadas por dois tipos de residuo simultaneamente.

Mendes et al. (2008) analisaram leite cru comercializado clandestinamente no
Municipio de Mossorg, RN, quanto a presenca de residuo de beta-lactamicos. Onde
todas as 32 amostras analisadas foram negativas. Portanto, as amostras estavam
livres de antibioticos ou ndo continham quantidade maior que o limite maximo residuo

(LMR) permitido no leite.

As diferencas na interagédo de drogas isoméricas com BLF s&o estabelecidas
usando dados espectrais experimentais e andlises tedricas. O objetivo € elucidar o
mecanismo de eficacia e toxicidade do farmaco, metabolismo, farmacocinética e forca

de ligacao do farmaco-lactoferrina, etc (GUO et al., 2017).

As propriedades de ligacdo de drogas isoméricas triterpendides pentaciclicas,
ou seja, acido ursolico (UA) e acido oleandlico (OA), a lactoferrina bovina (bLf) foram
estudadas por modelagem de molécula, espectroscopia de fluorescéncia,
espectroscopia de absorvancia UV-visivel e espectroscopia de infravermelho (IR). Os
resultados das medicfes espectroscopicas mostraram que as duas drogas isoméricas
extinguiram fortemente a fluorescéncia intrinseca do BLF por meio de um
procedimento de extingdo estatica, embora algumas diferencas entre a forca de
ligagéo de UA e OA e a transferéncia de energia sem radiagcao ocorressem dentro das
moléculas. Os resultados das experiéncias em combinacdo com os calculos
mostraram que existem dois modos de ligacao triterpendide pentaciclica ao BLF em
vez de um modo de ligacdo governado apenas pelo principio da energia de ligacéo
mais baixa (GUO et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral:

Purificar a lactoferrina-Lf presente no leite de bubalinos e investigar a interacao

proteina-farmaco.
3.2  Objetivos especificos:

Realizar a purificagcéo de lactoferrina de bubalinos por fracionamento proteico seguido
de técnica cromatografica.

Realizar a purificacdo isoelétrica empregando a titulagdo para a separacao através do
pl da lactoferrina e outras proteinas presente no leite de bubalinos.

Realizar o monitoramento da separacéo, purificagéo e caracterizagcado de lactoferrina

de bubalinos através de fluorimetria.

Investigar a interacdo proteina — antibidtico com espectroscopia de UV-vis de

Lactoferrina de bubalinos com a amoxicilina.

Investigar a interacdo proteina — flavonoide com espectroscopia de UV-vis da

Lactoferrina de bubalinos com a quercetina (QCT).
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4 METODOLOGIA

4.1  Obtencéao do leite

O leite foi obtido de bubalinas mesticas com predominancia da raca Murrah da
Fazenda Leiteira Castanha Grande da Empresa Bufalo Bill no municipio S&o 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 bufalo inicia-se com a remocao da gordura por
centrifugacéo (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 remocao 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 ocorre a subdivisdo do processamento para o soro acido em dois
processos distinto o processamento do soro &cido para a purificacdo por
cromatografia e o processamento do soro acido para isolamento pelo ponto isoelétrico

da lactoferrina (Figura 11).



Figura 11. Fluxograma do protocolo processamento.

72

LEITE DE BUFALO

Separacao da gordura por

centrifugacédo (2000 xg, 30 minutos,

a 4°C).

LEITE DESNATADO

PURIFICACAO POR

Adicdo LN HClaté opH 4.6 a

temperatura ambiente.
Remocao do precipitado por

centrifugagao (10000 xg, 30 minutos,

4 4°C).

\ 4

CROMATOGRAFIA

SORO ACIDO

PURIFICACAO POR
TITULOMETRIA

ambiente.

Neutralizar com 1 N NaOH até
0 pH 6.8 a temperatura

Remocéao do precipitado por
centrifugacao (10000 xg, 30
minutos, a 4°C).

A 4

SORO NEUTRALIZADO

PURIFICACAO DE LACTOFERRINA
POR CROMATOGRAFIA

SORO ACIDO

PURIFICAGAO DE LACTOFERRINA
POR TITULOMETRIA NO pl

Fonte: Autor, (2021).
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4.2.1 Neutralizacdo do Soro a pH 6.8.

Com o objetivo de remover as caseinas presentes no soro acidificado, bem
como a remocédo de outras impurezas. O soro acido foi neutralizado a pH 6.8 com
NaOH 1N e a remocédo do precipitado ocorreu por centrifugacdo (10.000 x g, 30

minutos, 4°C).
4.3 Precipitacdo salina (salting-out)

Apoés a obtencdo do sobrenadante neutralizado mediu-se o volume da

amostra para adi¢éo de sulfato de amonio de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6. Quantidade de sulfato de sodio para a precipitagdo salina.

Percentage saturation at (0°

" ) 25 3 35 40 45 50 55 6D 65 MO 75 BOD BS 90 95 100
Initial concentration
of ammonium sulfate Solid ammonium sulfate (grams) to be added to 1 liter of solution

o 106 134 led 194 226 258 191 326 361 398 436 476 516 559 o603 650 697

E 79 108 137 leo 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

15 260 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592

20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557

25 0 27 50 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 512

an 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488

35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453

40 0 2 S8 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418

45 0 20 50 a0 123 156 190 226 263 302 342 383

50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348

55 0 30 ol 03 127 161 197 235 273 313

60 0 31 w2 95 129 184 201 239 279

65 0D 31 63 97 132 168 205 244

70 0 32 65 99 134 171 209

75 0 32 66 101 137 174

80 Q 33 67 103 139

85 Q 34 68 105

an 0 3 70

95 o35

100 0

FONTE: WENG, 2007.

Foi adicionado sulfato de amoénio em quantidades proporcionais para 0s
seguintes perfis salinos de saturagéo (0-20%), (20-40%), (40-60%) e (60-80%). O sal
foi adicionado lentamente na amostra em banho de gelo até a solubilizacédo, 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 tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7 e 0
sobrenadante foi armazenado (fracdes 0-20%, 20-40%,040-60% e 60-80%) foram
armazenados. Os precipitados ressuspendidos foram inseridos em membrana de

dialise, onde foram dialisados em 2 litros de tampé&o fostato de sodio 0,2 M pH 7.7 em



74

banho de gelo. O tampao foi trocado trés vezes a cada 3 horas e a ultima troca foi

mantida overnight (Figura 12).

Figura 12. Fluxograma do protocolo do fracionamento proteico por precipitacéo salina (salting-out).

Precipitacéo salina das
proteinas do soro por salting
out

Adicéo de sulfato de amonia
Remocao dos precipitados por centrifugac¢ao (10,000xg, 30 minutos, 4°C)

Precipitados

Os precipitados séo ressuspendidos e dialisados com tampao fosfato de
potassio 0,2 M pH 7.7

\ 4

Quantificacao de proteinas

Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford (1976) dos precipitados
ressuspendidos dialisados e sobrenadantes

\ 4

Estudos fluorimétricos

comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de 290 nm e 300 - 550 nm,
respectivamente (CHEN et al., 2006).

Fonte: Autor, (2021).

4.4  Protocolo de Purificacdo por cromatografia de filtracdo em gel (Sephacryl S-
100).

Foi aplicada a fracdo de maior atividade advinda da precipitagdo salina em uma
coluna de exclusédo 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
PURE (GE). Apos o equilibrio da coluna com 1,5 volume de coluna, foi aplicado o
volume de 300 pL da fracdo escolhida, dando inicio a cromatografia onde foram
coletados 2 mL por fracdo. As fragBes foram avaliadas a presenca de proteina pela

absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm, onde as fracbes dos
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picos de absorbéancia a 280 nm foram concentradas por tubos concentradores de
centrifugas em 15000 x g. Em seguida, as fracdes eluidas foram submetidas a analises
fluorimétricas nas condicbes de comprimentos de onda de excitagcdo e emissdo de
295 nm e 300 - 550 nm, respectivamente (CHEN et al., 2006). A fragdo com espectro

de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina bubalina foi levada a eletroforese
(Figura 13).

Figura 13. Protocolo de purificacdo e caracterizagédo.

Purificacéo

Coluna Sephacryl 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.

Absorvanciaa 280 nm

Cromatografia de absorvancia a 280 nm das fracdes eluidas durante a
cromatografia liquida com coluna Sephacryl S-100 (filtragcdo em gel).

Dosagem de proteinas

Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford (1976) dos precipitados
ressuspendidos dialisados e sobrenadantes

Concentracédo de proteinas

!

Estudos fluorimétricos

comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 290 nm e 300 - 550 nm,
respectivamente (CHEN et al., 2006).

Eletroforese SDS-PAGE

[ Laemmli (1970) }
Fonte: Autor, (2021).




4.5 Protocolo de isolamento da lactoferrina pelo ponto isoelétrico.

Figura 14. Protocolo de isolamento pelo pl de lactoferrina.

LEITE DE BUFALO

Separacdo da gordura por centrifugacao (2000 xg, 30 minutos, a
4°C).

LEITE DESNATADO

Adicao 1 N HCI até o pH 4.6 a temperatura ambiente.
Remocéo do precipitado por duas centrifugagdes (10000 xg, 30 minutos, a
4°C).

SORO ACIDO

{ Adicionar NaOH 1 N até o pH 5.2 a temperatura ambiente. }

Remocao do precipitado por duas centrifugacdes (10000 xg, 30 minutos, a
4°C).

SOBRENADANTE

Adicionar NaOH 1 N até o pH 8.3 a temperatura ambiente.
Remocao do precipitado por duas centrifugacdes (10000 xg, 30 minutos, a
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Fonte: Autor, (2021).

4.5.1 Precipitacdo isoelétrica pelo pl da lactoferrina.

O processamento do leite de bubalino inicia-se com a remogéao da gordura por

duas centrifugacdes (2.000 x g, 30 minutos, 4°C). O leite desnatado obtido na etapa

de remocédo da gordura foi acidificado até o pH 4.6 (pl da caseina) com HCI 1 N a

25°C e a remocéao do precipitado ocorreu por duas centrifugaces (10.000 x g, 30

minutos, 4°C) obtendo o soro acido como sobrenadante e a caseina como precipitado.

Nesse pH ocorre a remogéo da caseina e da proteose peptona. em seguida, titulou

NaOH 1 N no soro &cido até o pH 5.2, a remocao do precipitado ocorreu por duas

centrifugacfes (10.000 x g, 30 minutos, a 4°C). Nesse pH ocorre a remoc¢éao do a-

lactoalbumina, sérum albumina e B-lactoglobulina. Logo apds a centrifugacédo, os

sobrenadantes foram coletados e mediu-se o volume e titulou até o pH 8.3 com NaOH
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1 N, a remocgé&o dos precipitados ocorreu por duas centrifugagcdes (10.000 x g, 30
minutos, a 4°C). Os precipitados foram coletados e ressuspendidos em um volume
conhecido de tampédo de acordo com Yoshida et al., (2000). As amostras dos
sobrenadantes e precipitados ressuspendidos foram submetidas a quantificacdo do
teor de proteinas pelo método de Bradford e aos estudos fluorimétricos (Figura 14).

4.6 Quantificacdo de proteinas

A guantificagdo 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. Apos 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 construcao de 5 ug/100uL
a 55 pg/pn100puL. Adicionou-se 2500uL de reagente de Bradford em cubeta de 3 mL,
seguido de 100uL de solucdo padrao de albumina em espectrofotometro, utilizando

100uL agua em lugar de solucéo padréo para referéncia.
4.7  Estudos fluorimétricos

ApoOs a dosagem de proteinas pelo método de Bradford, os sobrenadantes
salinos e os precipitados ressuspendidos dialisados foram diluidos dos em tampéo
Tris-HCI 0,05 mol L (0,01 mol.L"* NaCl) a pH 7.0 a fim de padronizar a concentragéo.
Seguindo, em uma célula de quartzo de 1,0 cm, as solucdes de precipitado
ressuspendido dialisados e sobrenadantes padronizados foram adicionadas a 2,5 ml
de tampdo Tris-HCI 0,05 mol.L* (0,01 mol.L"t NaCl) a pH 7.0, o intervalo da solucédo
foi gradualmente adicionado a célula usando um microinjetor. Sob a condicdo 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 andlises fluorimétricas
para a obtencdo do espectro de extincdo de fluorescéncia dos fragcées 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
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triplicata em um fluorimetro de marca Shimadzu RF 5301PC na faixa de 300 nm-550

nm.
4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Na purificacdo por cromatografia, preparou-se 2 géis de poliacrilamida com
dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970) em condicGes
redutoras com as seguintes concentractes 8%. Foi misturado as amostras proteicas
com tampédo 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. foi utilizado a Lactoferrina comercial Sigma (16,80 ug) como padréo de peso
molecular. A deteccéo das bandas correspondentes as proteinas foi usado coloracéo
com azul de Comassie (Comassie Brilhant Blue R-250) em 16 horas de agitacao e
posteriormente lavado com solucdo descorante (50% metanol e 10% &acido acético).
Para a purificacdo isoelétrica da lactoferrina a deteccdo das bandas correspondentes
as proteinas foram géis de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE)

em condi¢des redutoras com a concentracao de 10%.
4.9 Espectroscopia UV-vis (Medicao de absorcao UV-visivel).

A Solucdo estoque de Amoxicilina foi preparada dissolvendo a quantidade
apropriada de amoxicilina em tampéao Tris-HCI 0,05 mol L (0,01 mol. L* NaCl) a pH
7,0 para a concentragdo molar 2,5 x 10 mol. L'1. O preparo da solugdo estoque de
Quercetina, inicialmente, foi preparada uma solucdo de dimetil-sulféxido de
concentragdo 0,3 umol diluida em tampé&o Tris-HCI 0,05 mol L (0,01 mol. L't NaCl) a
pH 7,0. Em seguida, foi dissolvida a quantidade apropriada de Quercetina na solugao
preparada para obter a concentracdo da solucdo estoque 2,5 x 102 mol. LY. Os

espectros de absor¢do foram registrados em um espectrofotémetro.

2,5mL de solucdo lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada da
purificacdo isoelétrica na concentracdo de 2,8 uM em células de quartzo de 1,0 cm foi
titulado por adigdes sucessivas de 2,5mM Quercetina (QCT) e amoxicilina (2,5mM)
solucdes para concentracbes de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 uM, respectivamente, e seus

espectros de absorcao foram registrados a partir de 200 a 500 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
52,104 g, o volume de soro acido de 380 mL, 14,683 g do precipitado e o volume de

soro neutralizado de 350 mL (Tabela 7).

Tabela 7. 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 o0 soro neutralizado bubalino submetido a precipitacéo salina com
sulfato de aménio com os perfis de saturacdo de (0-20%), (20-40%), (40-60%) e (60-
80%). O método adotado aumenta a eficiéncia da cromatografia liquida, melhorando
o fator de purificagdo 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 8 mostra a concentracdo de proteinas nas fraces 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 9, que as amostras do sobrenadante 60-80% e
do precipitado ressuspendido 60-80% teve suas concentracdes de proteinas elevadas

182,8 mg/L e 26,40 mg/mL, respectivamente. Este valor elevado da concentracéo de
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proteinas € devido 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, 0 método de Bradford obtém

valores alterados devido a presenca de sais nas amostras.

O trabalho de Melo et al. (2018) ainda n&o publicado, mostra o estudo
fluorimétrico para obter o espectro de extingcdo de fluorescéncia da Lactoferrina Bovina
(0,842 mg/mL) e da Lactoferrina Comercial (Sigma) (0,842 mg/mL) nas citadas por
Chen et al., (2006).



Tabela 8. Concentragao de proteinas nas frag6es salinas no perfil de precipitacédo salina (salting-out).

81

Amostra

Volume (mL)

Concentracao de

proteinas (mg/mL)

Proteina total (Q)

Sobrenadante 0-20%
Sobrenadante 20-40%
Precipitado ressuspendido
20-40%*
Sobrenadante 40-60%
Precipitado ressuspendido
40-60%**
Sobrenadante 60-80%
Precipitado ressuspendido
60-80%***

330
310

3,75

280

2,92

260

11,08

3,438
3,221

0,8262

1,713

4,542

182,8

26,40

1,134
0,998

0,003

0,479

0,013

47,52

0,292

* 500 uL de tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7.
** 300 pL de tampao fosfato de sodio 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 condi¢cdes de comprimento de onda de excitagdo e emissao
de 290 nm e 300-550 nm relatada por Chen et al., (2006) que estudou a reacéo
de ligacdo entre lomefloxacina e BLf e no estudo realizado pelo grupo
Lactoferrina mostrou que a bovino lactoferrina pura (SIGMA) apresenta um
espectro de fluorescéncia caracteristico na intensidade fluorimétrica e um pico
de emissdo extingdo de fluorescéncia em 332 nm. E possivel observar que a
Figura 15 mostra que os espectros de fluorescéncia das fracdes salinas dos
precipitados ressuspendidos (20-40%) e (40-60%) obtiveram o espectro de
extingao de fluorescéncia e pico de emissdo caracteristico de lactoferrina bovina
pura (sigma) com de intensidade fluorimétrica de aproximadamente 332 nm nas
condi¢cbes de comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 295 nm e 300-
550 nm, respectivamente. O mesmo espectro e pico de emissao de emissao de
fluorescéncia foi observado em um estudo realizado por Chen et al., (2006) que
detectou o espectro de fluorescéncia da bovino lactoferrina (bLf) na regido de

comprimento de onda Aex / Aem = 290/332 nm.

Figura 15. Espectro de fluorescéncia de lactoferrina bubalina das fra¢bes salinas dos perfis de

precipitacdo salina (salting-out ) (pH 7, 290 nm).
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Fonte: Autor, 2021.
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O precipitado ressuspendido (40-60%) foi destinado a etapa de
purificacdo devido a concentracdo de proteina ser maior em relacdo a outra

amostra.
5.3 Purificagdo 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 foi estimada a presenca de proteinas por Cromatogréfica de absorvancia
a 280 nm. A Figura 16 apresenta um perfil cromatografico da absorvancia a 280
nm de eluicdo do precipitado ressuspendido 40 — 60% (300uL) durante a eluicdo

em cromatografia liquida com coluna Sephacryl S-100.

Figura 16. Perfil Cromatografico da absorvancia a 280 nm de eluicdo do precipitado
ressuspendido 40 — 60% (300uL) durante a eluicdo em cromatografia liquida com coluna
Sephacryl S-100.
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Fonte: Autor, 2021.
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E possivel observar que o perfil cromatografico da absorvancia a 280 nm
de eluicdo 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 fracGes dos tubos 23 a 26. Os trés
picos de estimativa de proteinas ndo possuem vales profundos obtendo uma
purificacdo com eficiéncia parcial pela coluna cromatografica Sephacryl S-100.
A Sephacryl S-100 possui uma capacidade de purificacdo de 10 a 100 KDa e a
lactoferrina possui um peso molecular cerca de 80 KDa. Desse modo, para se
obter melhor eficiéncia na purificacdo de lactoferrina de bubalinos sera
necessario realizar pequenas modificagdes na coluna como aumento da coluna,

diminuig&o do fluxo da eluicdo da fase movel na purificacdo de gel filtragéo.

Um estudo realizado por Kim et al. (2009), purificou a lactoferrina de
equinos da Mongodlia por cromatografia de gel filtracdo Sephadex G-100,
capacidade de purificacdo de 4 a 150 KDa, que resultou em 3 picos com o fluxo
de eluicdo de 30 mL/h, em que, a fracdo enriquecida em lactoferrina foi
identificada no pico | (15-28 fracdes) apos analise de SDS-PAGE. Sharbafi et al.
(2011), purificaram a lactoferrina do colostro de leite bovino usando CM-
Sephadex C-50, uma cromatografia de troca catidnica, obtendo um pico forte
entre 0,4 a 0,5 M e a banda unica de Lf purificado foi observada em eletroforese
SDS-PAGE com a concentracdo de Lf determinada pelo ensaio Bradford de

cerca de 2,4 mg/ml.

Um trabalho de purificacdo com objetivo de estudar o isolamento e
purificacdo de Lf do colostro de cabra utilizando diversos métodos de
cromatografia. De modo que, a purificacdo foi realizada em trés etapas por
cromatografia de filtracdo em gel usando Sephadex G-75 e G-100, para
cromatografia de troca catibnica com carboximetili Sephadex C-50 e
cromatografia em duas etapas de resina de troca catibnica carboximetil
Sephadex C-50 e resina de filtragdo em gel Sephadex G-75. A Lf isolado nativa
foi caracterizado por eletroforese SDS-PAGE. O resultado mostrou que a melhor
purificacdo da lactoferrina caprina (gLf) foi por cromatografia em duas etapas

com rendimento de 364 pg / mL e peso molecular de 82 kDa (YUGIS et al., 2015).
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As fracBes que compdem os picos 1 (12-16), 2 (17-22) e 3 (23-26) foram
reunidas, e submetidas a estudo fluorimétricos nas condi¢cdes de comprimento
de onda de excitagdo e emissdo de 290 nm e 300-500 nm, respectivamente
(Figura 17) (CHEN et al., 2006).

Figura 17. Espectros de fluorescéncia da eluicdo das fracdes eluidas e reunidas do pico 1
(fracBes 12-16), pico 2 (fracBes 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 fracdes reunidas 12 a 16 referentes ao pico 1,
apresentou o espectro de extincao de fluorescéncia caracteristico da lactoferrina
comercial (Sigma, USA) com intensidade fluorimétrica de aproximadamente 332
nm baseado no trabalho de Melo et al., (2018). Chen et al., (2006) detectou o
espectro de 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.
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As fracdes reunidas dos 3 picos foram concentradas com concentradores
proteicos (marca) por centrifugacéo (15000 r.p.m., 10 minutos, 4°C). Logo ap0és,
as fracdes reunidas foram submetidas e quantificacéo de proteinas pelo método
de Bradford e aos estudos fluorimétricos nas condigdes de comprimento de onda
de excitacdo e emissdo de 290 nm e 300-500 nm, respectivamente (CHEN et al.,
2006). A Tabela 9 mostra as concentracdes de proteinas das fracées reunidas
e concentradas dos 3 picos, onde a fragdo reunida 12 a 16 do pico 1 a

concentracéo de 0,9293 mg/mL.

Tabela 9. Teor de proteinas dos picos ap6s passar em concentradores de proteinas.

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

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

Fonte: Autor, 2021.

Observou-se na Figura 18, o Espectros de fluorescéncia dos picos 1
(fracbes12 a 16) e 2 (17 a 22) das fracOes eluidas pela gel filtracdo Sephacryl S-
100 passadas por concentradores de proteinas. As fracdes reunidas 12 a 16
referentes ao pico 1 de eluicdo apresentou o espectro de extingdo de
fluorescéncia semelhante ao da lactoferrina com uma intensidade fluorimétrica
de 350 nm. Bem como, é possivel observar que o espectro de fluorescéncia
referente ao pico 2 (fracbes 17 a 22) apresentou um espectro de semelhante da
lactoferrina, porém o mais expandido e com um pico aproximadamente na regido
de 350 nm. A expansao do pico é explicada pois as fragBes referentes a cada
pico foram reunidas e como a purificacdo teve uma eficiéncia parcial, ao realizar
a juncéo das fracdes havia presenca de outras proteinas eluidas nas fracdes

ocasionando esse deslocamento de pico no espectro de fluorescéncia.

Chen et al., (2006) detectou o espectro de fluorescéncia da lactoferrina

na regiao de comprimento de onda Aex / Aem = 290/332 nm. Em um estudo
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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 criacdo de um ambiente mais hidrofébico, e
com o aumento da polaridade do microambiente ocorre o deslocamento da

intensidade fluorimétrica.

Figura 18. Espectros de fluorescéncia dos picos 1 e 2 ap6s passar no concentrador de proteinas.
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Fonte: Autor, 2021.

5.4  Eletroforese

O estudo de varredura realizados dos perfis de eletroforese em gel de
poliacrilamida de 8% em condi¢cfes redutoras. De modo que, a amostra referente
ao pico 1 (fragcdes reunidas 12 a 16) (LfB) foram aplicadas no gel de eletroforeses
com as concentragdes aplicadas nas concentragdes no pogo (3) e (3') de 13,42
Mg (3) e 15,10 ug, respectivamente. No poco 1 foi adicionada a Lactoferrina
bovina SIGMA - (LfS) com a concentragao no poco de 16,80 ug (1) da (82 KDa)

e essa amostra foi considerada como padrao de peso molecular. Também foi
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adicionado no poco (2) Sobrenadante Neutralizado — (WfB) com a concentracéo

no pogo de 6,06 pg.

E possivel observar que o gel de eletroforese SDS-PAGE & 8% obteve
uma melhor resolucdo carga/massa das bandas marcadas pelo corante, que
mostra a presenca de trés bandas de proteinas na canaleta referente a fracéo
da lactoferrina parcialmente purificada (LfB) (Figura 19). A caneleta referente as
lactoferrina bovina SIGMA (LfS) no poco 1, obteve uma banda de proteina no gel
SDS-PAGE a 8%. Diante disso, é possivel observar no SDS-PAGE a 8% em
condicbes desnaturantes a Lactoferrina bubalina parcialmente purificada
apresenta uma banda com o peso molecular superior a 82 kDa e duas bandas
de proteina com peso molecular inferior a 82 kDa quando comparado com a
lactoferrina bovina pura (SIGMA) que possui um peso molecular cerca de 82
KDa. Sendo, portanto, a banda de proteina superior a 82 kDa é a lactoferrina
bubalina parcialmente purificada em sua forma intacta e as outras bandas de
proteinas inferior ao peso molecular de 82 kDa corresponde as subunidades da
lactoferrina bubalina que séo os fragmentos de lactoferrina do |6bulo N-terminal

e do lébulo C-terminal.

Em um estudo semelhante, a lactoferrina materna purificada da urina de
bebés prematuros alimentados com leite humano apresentou as formas intactas
(78-kDa) de lactoferrina e os dois fragmentos de lactoferrina de 51 kDa e 39 kDa
revelados sob condi¢cGes desnaturantes por SDS / PAGGE, onde foram
identificados como o fragmento de I6bulo N-terminal de 39 kDa (residuos 3-283)
e o fragmento de 51 kDa contendo parte do I6bulo N (comecando no residuo
284) e todo o l6bulo C-terminal (HUTCHENS; HENRY:; YIP, 1991).

A lactoferrina foi isolada do soro de leite de bubalino da raga Carabao por
precipitacdo com sulfato de amdnio e cromatografia de troca catibnica usando
carboximetilcelulose como trocador catidnico. A Lf de Carabao foi eluida
aproximadamente 0,27-0,30 M NaCl com uma concentracdo de 20,05 mg/L e
recuperacao de 24,97% da amostra de soro de leite. A SDS-PAGE de Lf de
cabarao mostrou valor de RF correspondente ao peso molecular de 77.829 kDa
(A. A. ANGELES, F. E. MERCA; N. P. ROXAS, (2008).
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Figura 19. Perfil eletroforético SDS- PAGE da lactoferrina bubalinas por Sephacryl S-100:(a) gel
SDS — PAGE de concentragdo 8% (LfS: lactoferrina comercial Sigma (16,80ug), WIiB:
Sobrenadante Neutralizado (6,06.9) e LfB: lactoferrina bubalina purificada (13,42 ug; (15,10ug)).

MM. LBF (SIGMA) 82
kDA

Fonte: Autor, 2021.

1 (LfS: lactoferrina comercial Sigma (16,80ug)), 2 (WfB: Soro neutro (5,10 ug)), 3 (LfB:
lactoferrina bubalina purificada (13,42 ug) e 3’ (LfB: lactoferrina bubalina purificada (15,10ug).
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5.5 Purificacao isoelétrica pelo (pl) da lactoferrina

No processamento de purificacdo pelo isoelétrica um volume de 500 mL de leite
bubalino, obtemos uma massa de gordura 34,658 g, um volume de leite
desnatado de 420 mL, a massa de caseina de 121,6 g, o volume de soro acido
de 290 (Tabela 10).

Tabela 10. Balanco de massa do protocolo de isolamento da lactoferrina de bufalo pelo processo

de purificacao isoelétrica (pl).

Etapas do Processamento Volume (mL) Massa (Q)
Leite de bufalo 500 -
Gordura do leite - 34,658
Leite desnatado 420 -
Caseina - 121,6
Soro acidificado 290 -

Fonte: Autor, 2021.

Na etapa da titulagcdo do soro acido com NaOH até o pH 5.2 foi obtido na
primeira centrifugacdo 0,522 g de precipitado ressuspendido em 300 pL de
tampdo e 48 mL de sobrenadante. Na segunda centrifugagdo obteve um
precipitado com massa 0,805 g e um sobrenadante com volume de 43 mL. Na
etapa da titulacéo do soro titulado com NaOH até o pH 8.3 foi obtido na primeira
centrifugacédo um precipitado de 3,514 g ressuspendido em 700 pL de tampéo e
35 mL de sobrenadante. Na segunda centrifugacdo ao pH 8.3 obteve um
precipitado cuja a massa foi de 1,763 g e um sobrenadante de 30 mL. A Tabela
11 mostra a concentracdo de proteinas das fragdes da purificagcdo isoelétrica da

lactoferrina bubalinos.
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Tabela 11. Concentracdo de proteinas nos perfis do ponto isoelétrico do isolamento da

lactoferrina.

Concentragao | Concentragao
Amostras Volume (mL) | de proteinas | de proteinas
(mg/mL) )
12 Sobrenadante a pH
48 5,35 0,416
5.2
12 Precipitado
ressuspendido a pH 5.2* 0,104 5,05 0,005
2a Sobrensgante apH 43 4.08 0.175
22 precipitado
ressuspendido & pH 5.2 0,106 573 0,009
12 Sobrenadante a pH
35 4,63 0,162
8.3
12 Precipitado
ressuspendido & pH 8.3* 1,700 22,16 0,037
a N
2 Sobrenéigante apH 30 451 0.135
22 precipitado
ressuspendido & pH 8.3 0,750 3,54 0,002
* 1500 uL de tampéo fosfato de sédio 0,2 M pH 7.7. Fonte: Autor, 2021.

A Figura 20 mostra o espectro de extingdo de fluorescéncia dos perfis de
da purificacdo isoelétrica pelo pl da lactoferrina bubalina todos os perfis com
concentragdes padronizadas de 0,842 mg/mL. Baseando-se no estudo Chen et
al. (2006) o precipitado ressuspendido obtido na segunda centrifugagdo no pH
8.3 na concentracdo 0,842 mg/mL apresentou o0 espectro de extincdo de
fluorescéncia de intensidade fluorimétrica 332 nm caracteristico o espectro de
fluorescéncia da lactoferrina Bovina Sigma (Sigma, USA). O espectro de
fluorescéncia do segundo precipitado ressuspendido a pH 8.3 foi similar no
estudo de Chen et al. (2006).

O espectro de extincdo de fluorescéncia da lactoferrina de bubalinos do
primeiro precipitado a pH 8.3 ndo obteve o espectro de fluorescéncia da

lactoferrina bovina Sigma (Sigma, USA) e de intensidade fluorimétrica menor
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comparado com o segundo precipitado no pl 8.3. Desse modo, o lactoferrina foi
isolada na segunda precipitacdo no pH 8.3 regido do ponto isoelétrico da

lactoferrina.

Segundo Steijns e Van Hooijdonk, (2000), os valores teéricos de pl
calculados para lactoferrina bovina e humana séo 9.4 e 9.5, respectivamente; no
entanto, os valores experimentais relatados podem divergir muito. Dependendo
do método usado para a separacdo de lactoferrina, os valores em torno de 8
foram relatados para a lactoferrina bovina, enquanto uma ampla faixa de pl 5.5
a 10 foi relatada para a lactoferrina humana. Esta variagdo pode ser devido a
variagdes no N-terminal rico em arginina da molécula devido as condi¢cfes de

separacao.

Figura 20. Espectros de fluorescéncia dos perfis da titulagdo do soro &cido no isolamento da Lf

pelo pl.
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Fonte: Autor, 2021.

A Figura 21 apresenta o estudo eletroforético em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE de concentragdo 10% em condicdes redutoras dos perfis de
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purificacdo isoelétrica pelo pl da lactoferrina. foram aplicada as amostras no gel
de eletroforese, onde a canaleta numero (1) € referente a lactoferrina bovina
Comercial (SIGMA, USA) com a concentracao de 90 pg no poco, a canaleta 2 é
o0 soro acido a pH 4.6 na concentracdo 90 pug no pogo, o numero (3) é referente
ao 12 sobrenadante pH 5.2 com a concentracédo de 90 pug no poco, numero (4) é
referente ao 12 precipitado ressuspendido a pH 5.2 com a concentracdo de 90
Mg no poco, numero (5) é referente ao 22 sobrenadante a pH 5.2 com a
concentracdo de 90 pug no poco, numero (6) € referente ao 22 precipitado
ressuspendido a pH 5.2 com a concentragdo de 90 pug no pogo, numero (7) €
referente ao 12 sobrenadante a pH 8.3 com a concentracdo de 90 pg no poco,
namero (8) é referente ao 12 precipitado ressuspendido a pH 8.3 com a
concentragcdo de 90 m pg no poco, numero (9) é referente ao 22 sobrenadante a
pH 8.3 com a concentracdo de 90 pg no pogo e numero (10) é referente ao 22
precipitado ressuspendido a pH 8.3 com a concentracdo de 90 pg no poco.
Foram aplicadas no gel de eletroforeses SDS-PAGE iguais as concentracdes de
amostras de 90 ug no poco. No poco (1) foi adicionada a Lactoferrina bovina
SIGMA (82 KDa) essa amostra foi considerada como padrao de peso molecular.

E possivel observar na canaleta (1), Lactoferrina Bovina Comercial
(SIGMA, USA), a presenca de uma banda de proteinas, na canaleta (2), soro
acido a pH 4.6 (extrato bruto), € possivel visualizar a presenca de varias bandas
onde todas as proteinas do soro estdo presentes nessa amostra. Quando
comparamos a canaleta (10) com a canaleta (2) é possivel observar o grau de
pureza, de modo que a purificagédo obtida foi de eficiéncia parcial.

Quando comparamos a canaleta (1) (lactoferrina Bovina Comercial
(SIGMA, USA), utilizada como padrao de peso molecular e referencial de
lactoferrina, com a canaleta (8) (12 precipitado ressuspendido pH 8.3) € possivel
observar na canaleta 8 n&do apresenta a banda de proteina na altura
correspondente a banda de proteina da lactoferrina bovina comercial Sigma
(canaleta 1). Logo, podemos firmar que a lactoferrina ndo precipitou na primeira
etapa da purificacdo isoelétrica no pl 8.3, mas nas canaletas (7), (9) e (10) a

banda referente a lactoferrina estao presentes.



94

Quando comparadas as canaletas (1), (8) e (10) observa-se que a
lactoferrina de bubalinos foi isolada na segunda centrifugacdo em seu ponto
isoelétrico (pl). Logo, a lactoferrina bubalina foi parcialmente purificada em seu

ponto Isoelétrico que varia de 8,0 — 8,5.

Em seguida foi realizada uma segunda eletroforese onde compara aos
precipitados ressuspendidos e sobrenadantes na regido de pl da lactoferrina
com o lactoferrina bovina comercial (SIGMA, USA) e o peso molecular. De modo
gue, na Figura 22 € possivel observar no gel de eletroforese SDS-PAGE em
condi¢des redutoras e concentracdo a 10% os perfis de purificacdo isoelétrica

pelo pl da lactoferrina.

A aplicacdo das amostras no gel de eletroforese (Figura 22) ocorreu na
canaleta numero (1) que é referente a Leite de bubalinos com a concentracéo
de 90 pg no poco, canaleta niumero (2) é referente a soro acido a pH 4.6 com a
concentracdo de 90 g no poco, canaleta numero (3) € referente a 12 precipitado
ressuspendido a pH 8.3, com a concentragcédo de 90 pg no poco, seguido pelo
namero (4) é referente ao 12 sobrenadante a pH 8.3 com a concentracdo de 90
Hg no poco, o numero (5) é referente ao 22 precipitado ressuspendido a pH 8.3
com a concentracao de 90 pg no poco, o nimero (6) é referente ao sobrenadante
a pH 8.3 com a concentracao de 90 pg no poco, o poco (7) é referente a
lactoferrina bovina Comercial (SIGMA, USA) com a concentragdao de 90 pg no

poco e a canaleta (M) Referente ao Marcado de peso molecular.

E possivel observar quando comparado a canaleta (5) com a canaleta 7
e o marcador de peso molecular é possivel identificar a presenca de uma banda
na canaleta 7, referente a lactoferrina comercial com o peso molecular de acordo
com o Marcador tem o peso molecular em superior a 75 KDa essa a mesma
banda foi observada na canaleta 5, o 22 precipitado ressuspendido pH 8.3.
Portanto, a Lactoferrina foi purificada parcialmente no pH 8.3 a partir da segunda
centrifugacdo e possui 0 peso molecular superior a 75 KDa. Bem como, é

possivel observar a presenca de outras proteinas.

A presenca de outras bandas de proteinas com o peso molecular inferior
a 75 kDa no SDS-PAGE séo correspondes a albumina do soro (69 kDa), B-
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Lactoglobulina (18,4 kDa) e a-lactoalbumina (15 kDa). Demostrando o

isolamento parcial da lactoferrina de bubalinos pela purificagcéo isoelétrica.

De acordo com Capitani et al. (2005), a maior parte das interacdes que
ocorrem no processo de coacervacdo complexa é do tipo eletrostatica, por isso
€ necessario que os valores de pH do meio de reagdo estejam abaixo do ponto
isoelétrico (pl) das proteinas do soro, onde se apresentam suficientemente
protonadas, para que ocorra a reacdo de complexacdo com polissacarideos
aniénicos. Sabe-se que o pl da B-lactoglobulina (B-Lg) encontra-se na faixa de
5,2, e da a-lactoalbumina (a-La) entre 4,2 e 4,5(CAPITANI et al., 2005). Segundo
o0 mesmo autor, no pH 3 houve diferenca significativa entre as médias de
concentracdo de proteinas nos sobrenadantes (p>0,05), portanto, optou-se por
este valor de pH para precipitar a fracdo de proteinas totais por utilizando o
polissacarideo carboximetilcelulose sodica (PT/CMC). De modo que, na faixa de
pH 3 ocorreu méxima precipitagdo de proteinas, provavelmente houve maior
balanco entre as cargas negativas no carboidrato e cargas positivas nas
proteinas. No pH 3, os sitios de ligacéo das proteinas, carregados positivamente,
S&o0 grupos amino, que realizam ligagcdo com os grupos carboxilicos protonados

da goma.

No estudo de purificacéo realizado por Bassan (2012), mostrou que a
diferencas protéicas entre o soro bubalino e bovino realizou-se uma SDS-PAGE
(10%) e através dos resultados obtidos ficou confirmada a presenca de uma
fracdo protéica no soro bubalino que ndo estd presente no soro bovino e
apresenta massa molar situada entre 20,1 e 30,0 kDa. Entretanto, quanto as
demais proteinas, o soro do leite de bufala é muito semelhante ao soro do leite
bovino, ou seja, proteinas com massas molares entre 97 e 66 kDa
(imunoglobulinas e soroalbumina) e entre 20,1 e 14,4 kDa (B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina). Ha também uma proteina massa molar de aproximadamente 30

kDa presente nas duas espécies, mas que no soro bovino esta mais evidente.

Quanto ao fato da lactoferrina bubalina apresentar um padréo de bandas
de proteinas com massa aproximada de 80 KDa, outras lactoferrinas apresentam
massas muito préximas e padrdes de eletroforese encontrado nesse trabalho.

Kim et al., (2009) isolou de equinos da Mongdlia a lactoferrina de 82 KDa, bem
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como Yugis et al., (2015) isolou de caprinos a lactoferrina de 82 KDa, Carvalho
et al., (2014) isolou do soro de queijos a lactoferrina de 80 KDa.

Figura 21. Perfil eletroforético SDS- PAGE da lactoferrina bubalinas da purificagdo pelo pl gel
SDS - PAGE de concentragdo 10%. A amostra (1) lactoferrina bovina comercial (SIGMA, USA)
(90 pg), (2) soro &cido a pH 4.6 (90 pg), (3): 12 sobrenadante a pH 5.2 (90 pg), (4): 12 precipitado
ressuspendido a pH 5.2 (90 pg), (5): 22 sobrenadante a pH5.2 (90 ug), (6): 22 precipitado
ressuspendido & pH 5.2 (90 pg), (7): 12 sobrenadante & pH 8.3 (90 pg), (8): 12 precipitado
ressuspendido & pH 8.3 (90 pg), (9): 22 sobrenadante & pH 8.3 (90 pg) e (10): 22 precipitado

ressuspendido a pH 8.3 (90 pg).

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 22. Perfil eletroforético SDS- PAGE da lactoferrina bubalinas da purificacéo isoelétrica
pelo pl de lactoferrina gel SDS — PAGE de concentracdo 10%. A amostra (1) leite bubalino (90
Hg), (2) soro acido a pH 4.6 (90 ug), (3): 12 precipitado ressuspendido a pH 8.3 (90 pg), (4): 1@

sobrenadante a pH 8.3 (90 ug), (5): 22 precipitado ressuspendido a pH 8.3 (90 pg), (6): 22
sobrenadante a pH 8.3 (90 pg), (7) lactoferrina bovina comercial (SIGMA, USA) (90 pg) e (M):

marcador de peso molecular.

Fonte: Autor,2021.

Quando comparada a purificacdo isoelétrica pelo pl da lactoferrina e a
purificag@o por cromatografia de gel filtracéo € possivel afirmar que a purificagdo
por gel filtrac&o obteve melhor eficiéncia, mas a purificacéo isoelétrica pelo pl da
lactoferrina torna-se um método de purificacao viavel, rapido e barato para a

lactoferrina bubalina.
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5.6  Espectroscopia UV-vis: absorcdo espectral UV-vis da lactoferrina com o

antibiético amoxicilina.

A lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada apresentou um pico de
absorcdo maximo em 272,76 nm (Figura 23) devido as ligacdes duplas do
conjugado em residuos de tirosina e triptofano, o que era tipico para proteinas
contendo aminoacidos aromaticos. Resultado parecido obtido por Huang et al.
(2018), em estudos com lactoferrina bovina obteve um pico maximo de absorcéo
de 280 nm. Morin, (2013) em estudos espectrais de UV-vis de absorcdo com
lactoferrina bovina em que verificou que tem o pico tipico em 280 nm e nenhum
pico de absorcdo adicional em 632 nm, o que significa que os ions de ferro na

proteina ndo interferem nas medicfes de disperséo de luz.

E possivel observar a presenca de pequeno pico em todas as analises de
UV-vis. Este pico ndo advém de impurezas do tampao, mas é um sinal elétrico

do equipamento.

Figura 23. Espectro de absor¢cédo de UV-vis de lactoferrina de bubalinos (2,8 uM) parcialmente

purificada por purificacéo isoelétrica .
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Fonte: Autor, 2021.
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Os espectros de absorcdo de UV sdo comumente usados para fornecer
informacdes sobre as mudancas na estrutura da proteina devido a interagdo com
outro composto (WANG et al., 2019). Diante disso, os farmacos amoxicilina e
guercetina foram escolhidos devido a sua utilizacdo na inddstria de alimentos e

agropecuaria.

A amoxicilina é utilizada em infec¢gBes no Ubere, mesmo que sub-clinicas,
influenciam grandemente a composicao do leite, como a mastite bovina € uma
doenca multifatorial, de etiologia complexa e variada, e se encontra disseminada
em todas as regides produtoras de leite. A maioria das infec¢des tem origem
bacteriana, predominando o Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.
Em funcdo dessas infeccdes, os antibidticos tém sido bastante utilizados nas
fazendas e até em muitos casos, de maneira indiscriminada, seja para fins
terapéuticos, principalmente visando a cura de mamites, ou ainda incorporados

a alimentacéo animal como suplemento dietético (SANTOS, 2015).

O antibiético amoxicilina apresentou um espectro de absor¢édo de UV-vis
com dois picos; o primeiro pico forte centrado de absor¢do maximo em 227,22
nm e o segundo pico centrado de absorcdo maximo em 272,57 nm (Figura 24).
O pico de 227,22 nm € caracteristico da estrutura do peptideo, enquanto o pico
de 272,57 nm é tipico de proteinas contendo aminoacidos aroméaticos.

Quando a lactoferrina de bubalino parcialmente purificada foi testada na
presenca de amoxicilina com a concentragdo de 3x10° mol.L%, observou-se o
pico efeito hipercrébmico, o aumento da absorbancia do pico do espectro UV-vis
de absorcdo maxima em 273,11 nm da lactoferrina na presenca de amoxicilina
(3x10°°mol.L%) em comparagdo com o espectro UV-vis de absor¢cdo maxima da
lactoferrina parcialmente purificada (Figura 25). Além disso, quando
comparados os espectros de UV-vis de absorcdo méaxima de amoxicilina e o
espectros UV-vis de absorcdo maxima de lactoferrina em presenca de
amoxicilina (3x10° mol.L™) observar-se o desaparecimento do primeiro pico de
UV-vis de absorcdo méaxima da amoxicilina quando é adicionada na presenca de
lactoferrina (Figura 25). O microambiente proximo ao residuo de aminoacido é
determinado pela conformacdo da molécula de proteina que pode acarretar em

mudancas estruturais da proteina.
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Figura 24. Espectro UV-vis da amoxicilina 2,5 Mm.
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Fonte: Autor, 2021.

Quando a lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada foi colocada
na presenca de amoxicilina de concentracdo de 1 a 8x10°® mol.Lt (Figura 26),
observou-se que a absorbancia aumentou com um aumento de concentragao na
regido de 272,65 nm. Além disso, na Figura 26 é possivel observar que a
complexacdo da amoxicilina com a lactoferrina de bubalinos parcialmente
purificada gerou um leve desvio para redshift, mudando o pico de absorbancia
maxima de 271,52 nm para 272,65 nm. Desse modo, gerou um aumento no
comprimento de onda (efeito batocromico). Os resultados sugeriu que a
amoxicilina alterou significativamente a polaridade em torno do aumento de 1

para 8 puM.
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Figura 25. Espectro de absor¢cdo de UV-vis de (L) lactoferrina de bubalinos parcialmente
purificada por purificacao isoelétrica ( 2,8 puM), (A) amoxicilina (2,5 mM) e (L + A) lactoferrina de

bubalinos parcialmente purificada na presenca de amoxicilina (3x10° mol.L™?).
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Fonte: Autor, 2021.

Um estudo semelhante realizado por Sun et al. (2018), em que estudou a
interacdo entre a lactoferrina bovina (bLf) e o Cloridrato de Tetraciclina (TCH)
através dos espectros de absorcdo de UV-vis. Os espectros UV-vis mostraram
claramente que um novo pico de absorcdo apareceu em 360 nm, 0 que sugeriu
gue a adicdo de TCH levou a mudanca de conformacao de bLf. segundo o
mesmo estudo, as posi¢cdes maximas dos picos dos complexos tiveram leves
deslocamentos para o vermelho, o que mostrou que a hidrofobicidade do
microambiente dos residuos de aminoacidos aromaticos diminuiu.

Além disso, os espectros de UV-vis exibiram mudancas distintas
palpaveis entre os espectros de absor¢cdo de bLf apds a adicdo de TCH. De
modo que a influéncia do TCH nas altera¢6es funcionais da proteina foi estudada
através da andlise da alteracédo da hidrofobicidade da superficie bLf e pesquisa

das forcas de ligacdo entre o bLf e o0 ion ferro. Esses resultados indicaram que
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a mudanca na estrutura e funcao de bLf foi devido a interacdo entre bLf e TCH
(SUN et al., 2018).

A interagdo do lactoferrina com o farmaco amoxicilina mostram mudancas
em espectrais observadas no espectro de absor¢cdo de UV-vis que indicam a
presenca de amoxicilina tornou a forca de ligacdo maior e o niamero de locais de
ligacdo também aumentou. Portanto, podemos deduzir que o amoxicilina alterou
a estrutura original de Lf de bubalino parcialmente purificada e tornou sua
estrutura menos compactada. Isso levou a exposicéo dos locais de ligacao do
ferro, portanto, as forcas de ligacao entre Lf de bubalinos parcialmente purificada
e Fe3* foram aumentadas. Além disso, o efeito na funcédo da proteina devido as
variasprot propriedades de bLf intimamente relacionadas a sua capacidade de
ligag&o ao ferro.

A respeito das mudancas na hidrofobicidade ou hidrofilicidade das
proteinas, ira alterar diretamente a funcéo biologica da proteina. Especular: a
precipitacdo da proteina ocorrera quando a hidrofobicidade da superficie da
proteina aumentar. Em contraste, as estruturas das proteinas tornam-se menos
compacta e tém maior probabilidade de serem expostas a solu¢cdo quando a
hidrofobicidade da superficie da proteina diminui (FAN et al., 2006; ZHANG et
al., 2018).
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Figura 26. Espectros UV-visiveis de lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada na

presenca de amoxicilina nas concentracdes (0,1,2,3, 4,5,6,7,8) x 10™® mol/L.
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Fonte: Autor, 2021.

5.7 Espectroscopia UV-vis: absorcéo espectral UV-vis da lactoferrina com o

flavonoide quercetina (QCT).

A quercetina trata-se de um flavonoide que atua como antioxidante néo
enzimatico capaz de inibir a formacéo de radicais livres pela interagcdo com ions
superéxidos, através da reagdo com radicais peroxilipidicos e por quelacédo de
ions ferro (SILVA et al., 2018). Pode ser encontrada em frutas, sementes, graos,
folhas (couve, cebola vermelha, caules e raizes). Também é utilizada como
ingrediente em suplementos alimentares e bebidas funcionais (MACHADO et al.,
2008).

Os espectros de absorgdo de UV-vis foram medidos para explorar a
mudanca estrutural de Lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada com a
adicao de quercetina (QCT). Na Figura 27 a quercetina apresentou no espectro

de absorcao de UV-vis dois picos, o primeiro pico forte centrado em cerca de
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254,43 nm e o segundo pico centrado em 370,98 nm. O pico em 254,43 nm esta
proximo de 257 nm é tipico do aminoacido aromatico fenilalanina (Phe),

enquanto o pico 370,98 nm é o pico caracteristico dos flavonoides.

Figura 27. Espectro UV-vis da quercetina 2,5 Mm.
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Fonte: Autor, 2021.

Quando avaliada a interagdo da lactoferrina de bubalino parcialmente
purificada na presenca de QCT com a concentracéo de 3x10 mol.L%, é possivel
observar que a absorbancia amentou quando a QCT foi adicionada na presenca
Lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada, efeito hipercrénico (Figura
28). Além disso, ao adicionar a QCT 3X10° mol.L* ocorreu o leve desvio para o
azul (blueshift) mudando o pico de absorbancia maxima de 273,37 nm para
261,28 nm. Desse modo, o gerando uma diminuicdo do comprimento de onda
(efeito hipercrémico) comparado com o espectro UV-vis de lactoferrina bubalina

parcialmente purificada (figura 28).

O surgimento de um pico centrado em 370,98 nm no espectro de absorcéo

de UV-vis de lactoferrina em presenca de QCT (3x10° mol.LY) em relacéo os
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espectro UV-vis de absorcdo de Lactoferrina. Esse surgimento € devido a
formacédo de complexo quando adicionamos a QCT, ocorrendo 0 aumento da
absorbancia (efeito hipercrémico). Além disso, quando comparado espectro de
absorcdo maxima UV-vis da lactoferrina em presenca de QCT (3x10® mol.L?)
com o espectro de quercetina é possivel observar o leve desvio para o vermelho
(redshift) de 370,98 nm para 3071,28 nm, assim gerando um aumento no

comprimento de onda (efeito batocrémico) (Figura 28).

Figura 28. Espectro de absor¢cdo de UV-vis de (L) lactoferrina de bubalinos parcialmente
purificada por purificagdo isoelétrica (2,8 uM), (Q) quercetina (2,5 mM) e (L + Q) lactoferrina de

bubalinos parcialmente purificada na presenca de quercetina (3x10°mol.L1).
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Fonte: Autor, 2021.

Quando a lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada foi colocada
na presenca de amoxicilina de concentracdo de 1 a 8x10® mol.L*. Observou-se

gue a complexacao da quercetina com a lactoferrina de bubalinos parcialmente
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purificada aumentou a absorbancia com um aumento na concentracdo de
lactoferrina no primeiro pico e o centro do pico de 268,68 nm mudou ligeiramente
265 nm para um comprimento de onda mais curto (blueshift). Simultaneamente,
os valores de pico aumentaram gradualmente, sugerindo que as interagcdes entre
o flavonoide quercetina e lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada
ocorreram, principalmente induzidas por ligacbes de hidrogénio ou interacdo
hidrofébica. Além disso, a adi¢éo do flavonoide quercetina resultou na presenca
de um novo pico em 378 nm, que € o pico caracteristico dos flavonoides, e os
valores de absorcéo do flavonoide aumentaram com o aumento da concentragéo
de quercetina, o que confirmou ainda mais a ocorréncia de interacdes entre a
guercetina e lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada. Também indicam
gue a extensao de essas mudancas na estrutura terciaria devido a complexacgao

por farmacos séo diferentes para cada proteina de soro de leite.

Um estudo com realizado com trés flavonoides que investigou a interagao
entre os flavonoides Luteolina (LTL), Quercetina (QCT) e Naringenina (NGN)
com a lactoferrina bovina. Observou-se que os valores de pico aumentaram
gradualmente, sugerindo que as interacdes entre trés flavonoides e BLF
ocorreram, principalmente induzidas por ligacbes de hidrogénio ou interacdo
hidrofébica. Além disso, a adicdo dos flavonoides resultou na presencga de um
novo pico em 370 nm, que € o pico caracteristico dos flavonoides, e os valores
de absorcéo dos flavonoides aumentaram com o0 aumento da concentracdo de
flavonoides, o que confirmou ainda mais a ocorréncia de interagdes entre trés.
flavonoides e BLF (HUANG et al., 2018).

O flavonoide QCT se liga ao LF em Leu-320 e Tyr-324 com uma ligacéo
de hidrogénio, respectivamente. Portanto, sugere-se que as ligacdes de
hidrogénio sdo as que mais contribuem para a interacdo de QCT com LF.
Obviamente, é possivel que outras forcas possiveis, como as interacoes
hidrofébicas, sejam essenciais para a ligacdo entre NGN e LF. O nudcleo do
flavonoide é o principal grupo hidrofébico, que interage com o LF por meio de
uma forca hidrofébica (HUANG et al., 2018).
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Figura 29. Espectros UV-visiveis de lactoferrina de bubalinos parcialmente purificada na

presenca de quercetina (QCT) nas concentragdes (0,1,2,3, 4,5,6,7,8) x 1075 mol/L.
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O estudo que investigou a interacdo de Bixina com as proteinas do soro

do leite bovino, observou em seus espectros de absor¢cdo UV-vis que a

absorbancia aumentou com um aumento na concentracao de bixina, e o centro

do pico de 279 nm mudou ligeiramente para um comprimento de onda mais curto

(blueshift), enquanto o pico de 230 nm mudou para um comprimento de onda

mais longo (redshift). Ainda segundo o mesmo estudo, quando a ligagéo entre

a bixina e as proteinas individuais do soro de leite foi estudada, o blueshift foi
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observado de 277 a 272 nm para a-Lg, de 281 a 274 nm para a-Lac e de 278 a
276 nm para BSA (ZHANG; ZHONG, 2012).

A principal causa da absor¢cédo UV-visivel é a absorcéo de luz pelos grupos
da cadeia lateral de aminoacidos (Trp, Tyr e Phe). Além disso, as ligacdes
peptidicas também tém uma forte absor¢éo de luz. O pico a 280 nm no espectro
de absorgdo ultravioleta-visivel € o pico de absor¢cdo da ligacdo dupla dos
residuos Tyr e Trp. O pico que aparece perto de 257 nm € o pico de absorc¢ao
de Phe, e o pico de absor¢cédo da estrutura da cadeia principal do polipeptideo
aparece em 210 nm. Em geral, o microambiente proximo ao residuo de
aminoacido é determinado pela conformacdo da molécula de proteina. Se a
conformacédo da proteina mudar, o microambiente e o espectro de absorcdo
ultravioleta-visivel perto do residuo de aminoacido mudardo. O inverso também
€ verdadeiro, se houver diferenca no espectro de absorcdo das proteinas apds
a adicdo de pequenas moléculas, pode-se dizer que a conformacédo da proteina
mudou (SUN et al., 2018).

Portanto, os resultados sugerem que a adicdo de farmacos altera a
polaridade em torno da proteina: alguns residuos como Trp e Tyr ficam expostos
a um ambiente mais polar, enquanto alguns residuos externos ficam embutidos

em proteinas globulares.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados foi possivel monitorar a precipitacéo
salina do soro neutralizado, o isolamento e a purificacdo da lactoferrina bubalina
em cromatografia liquida de gel filtracdo Sephacryl S-100 por monitorado através
do método fluorimétrico utilizando as condicbes de comprimentos de onda de

excitacao e emissao de 295 nm e 300 - 550 nm.

A purificacdo da lactoferrina bubalina por cromatografia liquida de gel
filtracdo Sephacryl S-100 apresentando trés picos de estimativa de proteinas no
perfil de absorbancia a 280 nm. Sendo necessario a repeticdo da purificacao
para obter uma maior pureza na cromatografia em gel filtracdo Sephacryl S-100
com alguns ajustes na etapa de pré-purificacdo, diminuicdo do volume da
amostra, fracionamento maior do volume da amostra coletada, modificacdo no

fluxo de eluicdo, aumento da coluna cromatogréfica.

A caracterizacao da lactoferrina bubalina purificada mostrou que o gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 8% em condicdes redutoras possui uma melhor
resolucdo das bandas comparada as amostras de lactoferrina bubalina
purificada, amostra de soro neutralizado e amostra da lactoferrina pura comercial
(Sigma, USA). Sendo este gel de poliacrilamida utilizado nas préximas

purificacdes de lactoferrina bubalina.

Os estudos espectrofotométricos da lactoferrina bubalina purificada
acoplada com a amoxicilina e quercetina permitiram estudar a interacdo da
proteina-antibiético e proteina-flavonoide. Os estudos dos espectros UV-visivel
de absor¢cdo mostraram que a amoxicilina e a quercetina quando acoplada com
a lactoferrina induz o aumento de absorbancia maxima do espectro de absorcéo
de UV-vis, quando comparado com o espectro da Lactoferrina bubalina
parcialmente purificada. Gerando alteracdes na polaridade em torno da proteina:
alguns residuos como Phe, Trp e Tyr ficam expostos a um ambiente mais polar,

enguanto alguns residuos externos ficam embutidos em proteinas globulares.
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A purificacdo isoelétrica mostrou eficiéncia e rapidez onde foi possivel
isolar parcialmente a lactoferrina de bubalinos de forma rapida e simples em

comparagcao com a purificagéo por cromatografia.

O gel SDS-PADE 10% em condicbes redutoras da lactoferrina de
bubalinos purificada parcialmente através da purificacdo isoelétrica apresentou
uma banda no 22 perfil do precipitado ressuspendido pH 8.3 com o peso
molecular superior a 75 KDa e semelhante a lactoferrina bovina (SIGMA, USA).

Obtendo uma purificacéo parcial da lactoferrina de bubalinos.
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