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FUNCOES BIOLOGICAS DA LACTOFERRINA
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Figura 3. Funcdes bioldgicas da lactoferrina
KARAV, S. et al. Studying lactoferrin N-glycosylation. International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 4, p. 1-14, 2017.



OBJETIVOS GERAIS

1. Objetivo:

Purificar e caracterizar a lactoferrina do leite de bufala, monitorando a purificacdo por técnicas de
fluorimetria e espectrofotometria UV-vis, além de investigar a interacdo da proteina com o farmaco
amoxicilina.



METODOLOGIA

Processamento do leite

Remocao da gordura;
Acidificacéo do leite ao pH 4.6;
Neutralizacdo do soro a pH 6.8.

Precipitacao salina das proteinas do
soro por salting out

A\ 4

Adicao de sulfato de amonia;
Remocao dos precipitados por
centrifugacao;

Dialisados com tampao fosfato de
potassio 0,2 M pH 7.7;

Dosagem de proteinas pelo

Método de Bradford (1976).

Estudos Fluorimétricos

Purificacéo

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

» Cromatografia de Absorvancia a 280 nm.

v

Estudos Fluorimétricos

« Comprimentos de onda de excitagao
e emissdo de 295 nm e 300 - 550 nm,
respectivamente (CHEN et al., 2006).

Eletroforese SDS-PAGE

l Laemmli (1970)

|

Comprimentos de onda de excitacao
e emissdo de 295 nm e 300 - 550 nm,
respectivamente (CHEN et al., 2006).

Estudos Espectrofotométricos

Espectros de absor¢cdo maxima de UV-vis
com amoxicilina.




RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA

Tabela 1. Concentracdo de proteinas nas fracdes salinas no perfil de precipitacdo salina em excesso de

(NH,),SO; (salting-out).

Concentracao de proteinas

Amostra Volume (mL) (mg/mL) Proteina total (g)
Sobrenadante 0-20% 330 3.438 1,134
Sobrenadante 20-40% 310 3.221 0.998

Precipitado ressuspendido

20-40%* 3,75 0,8262 0,003

Sobrenadante 40-60% 280 1,713 0,479
Precipitado ressuspendido

40-60%** 2,92 4,542 0,013

Sobrenadante 60-80% 260 182,8 47,52
Precipitado ressuspendido 11,08 26.40 0.292

60-80%***

* 500uL tampado fosfato
**300uL tampao fosfato
***1000uL tampao fosfato



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 4. Espectro de fluorescéncia de lactoferrina bubalina das fragdes salinas dos perfis de precipitacdo salina (salting-out ) (pH 7, 290 nm).



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 5. 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.



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 5. Espectros de fluorescéncia da eluicéo das fragcoes eluidas e reunidas do pico 1 (fracGes 12-16), pico 2 (fragbes 17-22) e pico 3 (fracOes 23-
26) em cromatografia filtracdo em gel Sephacryl S — 100 (pH, 7; 290nm).



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA

Tabela 2. Teor de proteinas dos picos ap0os passar em concentradores de proteinas.

Concentracéo de

Amostra Volume (mL) oroteina (ma/mL) Proteina total (g)
Pico 1: FracOes (12 a 16) 6 0,9293 0,006
Pico 2: FracgOes (17 a 22) 7 0,1945 0,001

Pico 3: FracOes (23 a 26) 8 - -




RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 6. Espectros de fluorescéncia dos picos 1 e 2 apds passar no concentrador de proteinas.



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA

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 condicdes
MM BLF O Q desnaturantes por SDS / PAGGE, onde foram
Sigma = Q f . identificados como o fragmento de lobulo N-
87 KDa . 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 lobulo C-
terminal (HUTCHENS; HENRY; YIP, 1991).

1 2 3 3’

Kim et al., (2009) isolou de equinos da Mongolia a
lactoferrina de 82 KDa, bem 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.

[ S —"

Figura 7. Perfil eletroforético SDS-PAGE da lactoferrina bubalinas por Sephacryl S-100:(a) gel SDS — PAGE de concentracdo 8%: (LfS: lactoferrina comercial
Sigma (16,80ug), WTB: Sobrenadante Neutralizado (6,06g) e LfB: lactoferrina bubalina purificada (13,42 ug; (15,10uQ)).



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 8. Espectro UV-visivel das amostras das fracGes eluida da cromatografia liquida Sephacryl S-100 da lactoferrina parcialmente purificada (0,421 mg/mL),
do precipitado ressuspendido dialisado 40-60% na concentracgao de 0,421 mg/mL.



RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 11. Espectro UV-visivel das amostras das fracdes eluida da cromatografia liquida Sephacryl S-100 da lactoferrina parcialmente purificada
(0,421 mg/mL), amoxicilina (2,5x10¢ mol.L1) e a lactoferrina acoplada com a amoxicilina.
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RESULTADOS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA
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Figura 12. Espectro UV-visivel das amostras das fracdes eluida da cromatografia liquida Sephacryl S-100 da lactoferrina parcialmente purificada
(0,421 mg/mL) e a lactoferrina acoplada com a amoxicilina.



CONCLUSAO

> A Lactoferrina de bubalino pode ser monitorada por estudos fluorimétricos em condicdes de
excitacdo de 290 nm e emissao de comprimento de onda de 300 — 550 nm.

> E possivel realizar o monitoramento do isolamento e purificacdo da lactoferrina bubalina na faixa
de espectros UV-visivel de absorcao registrados de 190 - 450 nm.

» A Lactoferrina bubilina foi parcialmente purificada por cromatografia de gel filtracdo (Sephacryl
S-100) apresentando no pico 1 (fracdes reunidas 12 a 16) tem massa maior que 87 kDa (massa
molecular de BLF Sigma).

» Em ensaios de Lf purificada parcialmente incubada com amoxicilina, observou-se um desvio para
0 vermelho de 222,50 nm para 225 nm seguido pelo efeito hipocromico no espectro UV-vis de
absorcdo maxima de lactoferrina.

» Os estudos de espectro de absorcdo no UV-visivel mostraram que a amoxicilina quando associada
a lactoferrina induziu alteracdes na estrutura da proteina.
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