P
UFRT

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO NORTE DO TOCANTINS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO NORTE DO TOCANTINS
CENTRO DE CIENCIAS INTEGRADAS i
CURSO DE GRADUACAO EM LICENCIATURA EM QUIMICA

LUCAS EMANUEL OLIVEIRA SABINO

COMPLEXOS LIPIDICO-PROTEICOS E CARACTERIZACAO QUIMICA POR
FTIR E HPLC-DAD

Araguaina, TO
2023



Lucas Emanuel Oliveira Sabino

Complexos lipidico-proteicos e caracterizacdo quimica por FTIR e HPLC-DAD

Monografia apresentada & Universidade Federal do Norte
do Tocantins (UFNT), Campus de Ciéncias Integradas
para obtencdo do titulo de Licenciado em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Edenilson dos Santos Niculau.

Araguaina, TO
2023



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

Sll6e Sabino, Lucas Emanuel Oliveira.

COMPLEXOS LIPIDICO-PROTEICOS E CARACTERIZACAO QUIMICA
PORFTIR E HPLC-DAD. / Lucas Emanuel Oliveira Sabino. — Araguaina, TO,
2023.

45f.

Monografia Graduagéo - Universidade Federal do Tocantins — Campus
Universitanio de Araguaina - Curso de Quimica, 2023.

Orentador: Edenilson dos Santos Niculau

1. Quimica. 2. Caracterizagdo cquimica. 3. Cancer 4. Complexos lipidico-
proteicos. I. Titulo

CDD 540

TODOS OS DIREITOS RESERVADOS — A reprodugéo total ou parcial, de qualquer
forma ou por qualquer meio deste documento € autonzado desde que citada a fonte.
A violagdo dos direitos do autor (Lei n°9.610/98) € crime estabelecido pelo artigo 184
do Codigo Penal

Elaborado pelo sistema de geragdo automética de ficha catalogréfica da
UFT com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).



Lucas Emanuel Oliveira Sabino

Complexos lipidico-proteicos e caracterizacdo quimica por FTIR e HPLC-DAD

Monografia apresentada a UFNT — Universidade Federal
do Norte do Tocantins — Centro de Ciéncias Integradas,
Curso de Licenciatura em Quimica foi avaliado para a
obtengdo do titulo de Licenciado em Quimica e aprovada
em sua forma final pelo Orientador e pela Banca
Examinadora.

Data de aprovagéo: 13/12/2023

Banca Examinadora

Documento assinado digitalmente

ub EDENILSON DOS SANTOS NICULAU
g Data: 30/12/2023 09:36:08-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Edenilson dos Santos Niculau, UFNT

Documento assinado digitalmente

ub RENATA FERREIRA LINS DA SILVA
g Data: 01/02/2024 10:07:53-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dra. Renata Ferreira Lins da Silva, UFENT

Documento assinado digitalmente

“b JOSEILSON ALVES DE PAIVA
g Data: 02/02/2024 16:50:23-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Joseilson Alves de Paiva, UFNT



Ao futuro.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer ao meu orientador Prof. Dr. Edenilson dos Santos Niculau pelos

anos de parceria no trabalho e na Iniciacédo Cientifica.

Aos professores do colegiado de Quimica: Flamys, Francisco, Renata, Paiva, Niculau,
ambos “Daniéis”, Jane, Verenna, Josildna, Luciane e Adriana. Especialmente aos inestimaveis

técnicos Gildeth, Gilberto e Ana Rosa pelo apoio imprescindivel nesses anos.

Aos meus companheiros de graduacdo, mesmo aqueles que ja ndo estdo tdo proximos,
que sem seu apoio, todo esse processo seria bem mais dificil. Obrigado, Adrielle, Bianca,
Brenda, Raylander, Luis Felipe, Sabrina, Jullyanne, Martha, Mateus, Gabriely, Natalia, Milene,

Jully, Maksueny, Mirella e Fernanda.

Aos meus colegas do PET e o seu Tutor, Wagner dos Santos Mariano, que me acolheram
durante dois anos incriveis de experiéncias que compartilhamos. Obrigado Walisson, Talita,
Arthur, Luis Vinicius, Agatha, Karen, Eduardo, Erik e Dionata.

Ao0s meus amigos que me acompanham desde o ensino fundamental: Ana, 1za, Mariana,

Ryhan e Tania. Vocés moram no ventriloquo esquerdo do meu coracao.

Ainda estendo meus agradecimentos a muitos outros que direta ou indiretamente
contribuiram a minha formacdo e influenciaram a chegar nesse momento tdo importante da

minha vida. Obrigado.



RESUMO

Notadamente, o leite desempenha um papel crucial na saude animal dos mamiferos,
proporcionando substancias com propriedades antibacterianas, estimulando a atividade
imunologica e promovendo o crescimento. As proteinas presentes no leite sdo divididas em
duas categorias principais: caseinas e whey protein, sendo que este ultimo inclui proteinas como
beta-lactoglobulina e alfa-lactoalbumina. Outra classe de substancias essenciais sao 0s acidos
graxos livres desempenham funcgdes essenciais no organismo humano, incluindo a geracéo de
energia, a construcdo de células, glandulas e horménios. Pesquisas indicam que complexos
proteico-lipidicos possuem atividades anticancer em varias linhagens de células cancerigenas.
Este estudo, realizado ao longo de dois anos durante um projeto de Iniciacdo Cientifica, teve
como objetivo a sintese e caracterizacdo desses complexos, comparando os resultados com a
literatura. Os objetivos do estudo incluiram o isolamento do whey protein do leite bovino, a
sintese do oleato de sddio e a formacdo de complexos entre 0 whey protein e o acido oleico ou
0 oleato de sodio, seguido pela caracterizagcdo quimica dos complexos. A caracterizacdo dos
complexos foi realizada por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD). Os resultados demonstraram o sucesso no isolamento do whey protein e na sintese do
oleato de sodio. A andlise por FTIR foi eficaz na caracterizagdo dos complexos, evidenciando
diferencas nas bandas de absorcdo em relagdo aos grupos funcionais presentes. As analises por
HPLC-DAD evidenciaram a presenca de oleato de sddio no UV com pico méximo de absor¢édo
em 203 nm. Este estudo ofereceu uma abordagem simplificada e acessivel para a sintese dos
complexos, com potencial aplicacdo futura em larga escala, caso sua atividade anticancer seja
comprovada.

Palavras-chaves: HPLC-DAD. Whey protein. Acidos graxos. Complexos quimicos. FTIR.



ABSTRACT

Notably, milk plays a crucial role in the health of mammals, providing substances with
antibacterial properties, stimulating immune activity, and promoting growth. The proteins in
milk are divided into two main categories: caseins and whey protein, with the latter including
proteins such as beta-lactoglobulin and alpha-lactalbumin. Free fatty acids perform essential
functions in the human body, including energy generation, cell, gland, and hormone
construction. Research indicates that proteolipid complexes exhibit anticancer activity in
various cancer cell lines. This study, conducted over a two-year period as part of a Scientific
Initiation project, aimed to synthesize and evaluate these complexes, comparing the results with
specialized literature. The study's objectives included the isolation of whey protein from bovine
milk, the synthesis of sodium oleate, and the formation of complexes between whey protein and
oleic acid or sodium oleate, followed by chemical characterization of the complexes.
Characterization of the complexes was performed using Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) and high-performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD). The results demonstrated the successful isolation of whey protein and the
synthesis of sodium oleate. FTIR analysis was effective in characterizing the complexes,
revealing differences in absorption bands related to functional groups. HPLC-DAD analysis
showed maximum absorption at 203 nm. This study offered a simplified and accessible
approach to complex synthesis, with potential future applications on a larger scale if their
anticancer activity is confirmed.

Keywords: HPLC-DAD. Whey protein. Fatty acids. Chemical complexes. FTIR.
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1 INTRODUGCAO

O leite tem sido alvo de inUmeras pesquisas devido ao seu impacto na sade humana e
especialmente nos recém-nascidos, e tem uma importancia significativa na qualidade e
manutencdo de vida; ele prové substancias que promovem o combate as bactérias, aumenta a
atividade imunoldgica e auxilia no crescimento. Por esses motivos, ele tornou-se um material
de interesse para a comunidade cientifica na investigacdo de seus componentes (GILLIN;
REINER; WANG, 1983; MARSHALL, 2004; SUN et al., 2012).

Em geral, o leite é divido em dois grupos: o grupo de caseinas e de whey. A porc¢éo de
caseina compde 80% da massa do leite aproximadamente, enquanto o whey compde 0s outros
20%. O whey protein (ou somente whey)* é uma mistura altamente concentrada das proteinas
beta-lactoglobulina (ausente no leite humano), alfa-lactoalbumina, imunoglobulinas e
lactoferrinas. Elas também sdo encontradas em suplementos alimentares e outros alimentos
(SUN et al., 2012).

Outra classe de biomoléculas bastante importante para 0 metabolismo sdo os acidos
graxos livres, tomam parte em diversos processos fisiologicos do corpo humano (COPPACK;
JENSEN; MILES, 1994). De acordo com Costanzi, Neumann e Gershengorn (2008), os acidos
graxos dao energia — a partir de reacGes de oxirreducdo — aos diversos processos do
metabolismo. Os acidos graxos sdo substancias essenciais na constituicdo das células, glandulas
e hormonios. Desequilibrio nos niveis de acidos graxos podem levar a diversas consequéncias
como cancer, levar a diabetes tipo 2 e aterosclerose (COSTANZI; NEUMANN;
GERSHENGORN, 2008; HO et al., 2013).

Estudos anteriores indicam que complexos proteico-lipidicos, formados entre as
proteinas do leite humano e bovino com acidos graxos e seus sais, demonstraram notavel
atividade anticancer em diversas linhagens de células cancerigenas (HO et al., 2013;
PERMYAKOV et al., 2011; RAMMER et al., 2010; RATH et al., 2018, 2014; TOLIN et al.,
2010; XIAO et al., 2013).

L Whey protein ou soro do leite.
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Nesse contexto, o presente estudo, desenvolvido ao longo de dois anos durante um
projeto de Iniciacdo Cientifica, buscou aprofundar a compreensao desses complexos quimicos,

realizando a sintese deles de forma acessivel e comparando os resultados com a literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver compostos quimicos, complexos moleculares, potenciais atividades

bioldgicas nos seres vivos, principalmente atividades anticancer e antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

1.

Isolar whey protein de leite bovino;
Sintetizar oleato de sédio;

Sintetizar complexos de whey protein do leite bovino com oleato de sddio e cido

oleico;
Sintetizar complexos de whey protein comercial com oleato de sddio e &cido oleico;

Caracterizar quimicamente os complexos formados por HPLC-DAD e FTIR.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

De acordo com varios estudos citoquimicos, hd alguma evidéncia para a possivel
atividade anticarcinogénica do leite humano e dois complexos proteico-lipidicos formados pela
alfa-lactolbumina (humana e bovina) e pelo acido oleico, denominados HAMLET e BAMLET,
respectivamente (FISCHER et al., 2004; HAKANSSON et al., 1995; PUTHIA et al., 2014).
Hé outros estudos que apontam para a mesma atividade anticarcinogénica para complexos entre
alfa-lactoalbumina (ALA) e o sal organico do acido oleico, o oleato de s6dio (DELGADO et
al., 2015; XIAO et al., 2013).

3.1 Histodrico

As proteinas presentes no leite fornecem a este alimento o status de um agente
antimicrobiano e, por esse motivo, é fundamental para a sadde dos recém-nascidos (GILLIN;
REINER; WANG, 1983). Dados estatisticos demonstram que a incidéncia de cancer em recém-
nascidos alimentados com leite materno diminui significativamente, evidenciando o papel
crucial do leite materno na homeostase dos bebés, embora 0s mecanismos exatos ainda nao
sejam completamente compreendidos (SVENSSON et al.,, 2000). As proteinas a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina (presente somente no whey bovino) apo-lactoferrina e homo-
lactoferrina que constituem o whey do leite apresentam capacidade antimicrobiana (SUN et al.,
2012).

Foi nesse sentido que Hakansson e colaboradores buscaram estudar melhor a atividade
antibacteriana do leite humano (HAKANSSON et al., 1995). Por acidente, eles detectaram a
inducdo de apoptose — morte celular programada — em células cancerigenas do pulméo
(linhagem A549) quando expostas ao leite humano e concluiram que o composto principal
responsavel pela apoptose foi a alfa-lactoalbumina.

Estudos in vitro realizados com diferentes tipos celulares para averiguar a sensibilidade
da alfa-lactoalbumina, mostram que ela foi capaz de reduzir a viabilidade de células epiteliais
humanas, células dos rins de primatas e celulas de camundongos em > 90% dessas células. Essa
pesquisa promoveu um novo campo de estudo para tratamento de cancer devido ao fato da sua
seletividade a células tumorais. Contudo, os pesquisadores apontam que a ALA isolada do leite
humano ndo induziu apoptose as células cancerigenas, e tal motivo foi alvo de novas pesquisas
(HAKANSSON et al., 1995).
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Buscando investigar a auséncia da citotoxicidade da ALA isolada, Svensson e
colaboradores (1999) efetuaram estudos de caracterizacdo quimica, usando absorbancia e
fluorescénciano UV e dicroismo circular. Seus resultados apontaram que, a depender do estado
conformacional da proteina, suas atividades biologicas se alteram, fazendo com que diferentes
resultados biolégicos sejam obtidos. Neste caso, em determinada conformacdo ha atividade

citotdxica, e em outras ndo.

Diversos fatores podem explicar a mudanga conformacional de macromoléculas,
incluindo interacdes intermoleculares, quebra das pontes de dissulfeto, interacbes com cations
fortes e o pH do meio. Essas interacdes podem formar estruturas estaveis semiabertas, abertas
ou fechadas. Em pH baixo, a alfa-lactoalbumina forma uma estrutura estavel fechada. Diante
disso, Svensson e colaboradores (2000) buscaram responder se é possivel manter a ALA em
uma conformacéo estavel que induza apoptose e 0s resultados apontaram que isso € possivel,

utilizando um cofator.

O cofator identificado pelos pesquisadores por meio de GC/MS foram os acidos graxos
C18:1, C16:0 e C14:0, que sdo respectivamente os acidos oleico, palmitico e miristico. Os
resultados ainda mostraram que o acido graxo C18:1 foi o principal responsavel pela atividade
de inducao de apoptose, “assim, nossa hipotese ¢ que o acido graxo C18:1 se liga na interface
entre os dominios alfa e beta, e, dessa forma, estabiliza uma conformacéo semelhante a um
"molten globule" [estrutura amorfa intermediaria] (SVANBORG et al., 2003, p. 19). Sua
atividade é semelhante a conformagdo denominada “apo-state” intermediaria (PERMYAKQV;
BERLINER, 2000) que é a forma parcialmente aberta da ALA formada a pH neutro com cétions
removidos, identificada nos estudos de 1995 (HAKANSSON et al., 1995). Ambas as estruturas
oscilam entre as formas secundérias e terciarias da ALA.

Ao realizar a conversdo para a forma apo utilizando o acido oleico, foi possivel obter
atividades de apoptose satisfatorias, devido a sua maior adesdo a membrana plasmatica das
células e sua posterior translocacdo para o nucleo. Considerando essas observagoes, conclui-se
que o complexo entre ALA e o acido oleico, possui um grande efeito sinérgico. A esse
complexo deu-se 0 nome de HAMLET (SVENSSON et al., 2000).

Ao nivel in vitro, é possivel afirmar a capacidade deste complexo em induzir a morte de
células tumorais em seus estagios imaturos e prevenir o desenvolvimento maior do neoplasma,

que pode tornar-se e cancer. Portanto,
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HAMLET apresenta varias caracteristicas Unicas: (1) ele mata células cancerigenas,
mas ndo células saudaveis e diferenciadas; (2) é ativo contra uma ampla variedade de
linhagens de células tumorais; (3) mata por apoptose, 0 que ndo é toxico para 0s
tecidos; e (4) é formado a partir do leite humano, em pH baixo, e, portanto, é
improvavel que provoque efeitos colaterais prejudiciais se administrado como terapia
(SVANBORG et al., 2003, p. 4, tradugdo propria).

3.2 HAMLET e BAMLET

Ap0s a comprovacdo da atividade anticancer do HAMLET (SVENSSON et al., 2003),
estudos com a ALA bovina comegaram a surgir concomitantemente com ALA de outros
animais como cabras e cavalos (PETTERSSON; MOSSBERG; SVANBORG, 2006), também
com outras proteinas presentes no whey bovino, como a beta-lactoglobulina (BARBANA,;
SANCHEZ; PEREZ, 2011; LISKOVA et al., 2010; RATH et al., 2018). HAMLET/BAMLET
(human/bovine a-lactalbumin made lethal to tumor cells) sdo complexos entre ALA e &cido
oleico (C18:1 A% (SVENSSON et al., 2000).

3.2.1 Mecanismos de agdo dos complexos

Pesquisadores estudando os mecanismos que levam a morte celular das células
condicionadas com HAMLET concluiram que o complexo tem alta afinidade com as histonas
— proteinas responsaveis por condensar o DNA no nucleo das células — e impedem a
"transcricdo, replicacdo e recombinacdo” (SVANBORG et al., 2003, p. 12) das células. Além
disso, confirmaram que o complexo se liga as mitocéndrias das células malignas, provocando
uma reacdo em cadeia nas caspases — proteinas responsaveis pela morte celular programada —,
ativando-as e levando a mitocondria a liberar o citocromo ¢ (SVANBORG et al., 2003). Esses

mecanismos explicariam a a¢do apoptética do complexo.

Outra possibilidade levantada pelos pesquisadores (SVANBORG et al., 2003) € que as
proteinas p53 e bcl-2 — responsaveis pela manutencéo do ciclo celular e da apoptose — ndo séo
perturbadas pela presenca do HAMLET, o que sugere que o complexo desempenha um papel
independente na apoptose quando uma célula é tratada com HAMLET. Em outras palavras, o
complexo utiliza outras vias para induzir a apoptose que ndo estdo relacionadas as vias ja
existentes na célula. Um mecanismo proposto para a agdo do BAMLET ¢€ a inativacdo do
lisossomo; o complexo foi capaz de induzir o aumento da permeabilidade da membrana do

lisossomo, liberando proteinas toxicas ao metabolismo celular (RAMMER et al., 2010).

E interessante notar que mesmo com fragmentos da ALA, ou a proteina levemente

desnaturada, o complexo apresenta atividade citotoxica, 0 que sugere que sua a¢ao pode estar
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relacionada ao fato de funcionar como um carreador do acido oleico. Em outro estudo, foi
apontado que a citotoxicidade do complexo BAMLET se deve somente a por¢éo do acido graxo
(DELGADO et al., 2015; LISKOVA et al., 2010). No entanto, como apontam outros
pesquisadores (TOLIN et al., 2010), ndo se deve negar a possivel atividade sinérgica que a

proteina pode ter, considerando que a prépria proteina j& induziu a atividade apoptética.

Além disso, sabe-se que as células normais tém menos sensibilidade aos complexos e
ao acido oleico (DELGADO et al., 2015). Ademais, 0 BAMLET torna-se ideal porque sua
fabricacdo em larga escala é mais facil de ser realizada, devido ao fato de ndo existir uma fonte
de producédo de leite humano, quando melhores estudos e condi¢Bes apontarem seu uso

medicamentoso.

Para além da atividade com acido oleico, testes com o oleato de sédio (sal organico
derivado do 4&cido oleico) também mostra atividade semelhante, com a diferenca desse
complexo depender mais da concentragao de oleato no meio que por sua vez diminui a atividade

celular maligna seguindo o aumento da concentragdo (HO et al., 2013).
3.2.2 Sintese dos complexos

A sintese dos complexos varia levemente de literatura para literatura, mas o método
geral pode ser sintetizado como segue. HAMLET e BAMLET foram sintetizados a partir da
remocdo de Ca(ll), para liberar o sitio de Ca(ll) para a incorporacédo do acido oleico (Figura 1).
A remocdo de Ca(ll) deu-se a partir do uso de EDTA, e a complexacdo ocorreu em uma matriz
de troca idnica condicionada com &cido oleico, com a finalidade de se manter um padrdo na
sintese para comparar os resultados (SVENSSON et al., 2003). Os pesquisadores purificaram
a ALA humana a partir da precipitacéo da proteina no whey do leite humano usando sulfato de

amonio, seguindo de cromatografia de excluséo.
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Figura 1 — llustracdo do processo de complexacdo (BAMLET) com a adi¢do de acido oleico.
OA

e, BAMLET complex

FONTE: Delgado et al. (2015, p. 399).

3.3 Biomoléculas e a alfa-lactoalbumina

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células eucariéticas, mais do
gue RNA e DNA, essa circunstancia deve-se ao fato delas apresentarem grande biodiversidade
e variacao em suas estruturas e funcdes. As proteinas sdo formadas por ligagc6es peptidicas entre
mais de vinte aminoacidos, que variam entre eles mesmos em estrutura, isso confere as
proteinas grande variacdo em sua estrutura tridimensional (Figura 2). Em geral, as proteinas sao
classificadas em primarias, secundarias, terciérias e quaternarias, e cada conformagdo promove

uma especificidade a estas moléculas, como é o caso das enzimas (SERAPHIN, 2005).

Figura 2 — Formagcdo da estrutura tridimensional das proteinas a partir das ligagdes com aminoacidos.
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FONTE: Nelson; Cox (2014).

A ALA é uma proteina com massa de 14,2kDa (123 residuos de aminoacidos) e &cida
(Figura 3). Ela faz parte da sintese da lactose, funcionando como uma subunidade da lactose-
sintase, que catalisa a biossintese da lactose na glandula mamaria (PERMYAKOQOV;

BERLINER, 2000). Refere-se comumente a ela como uma proteina que esta fortemente ligada
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a somente um ion Ca(ll), porém, em circunstancias com elevada quantidade deste ion, a ALA
pode ligar-se a um segundo ion Ca(ll) (CHANDRA; BREW; ACHARYA, 1998).

A ALA possui quatro alfa-hélices e uma folha-beta antiparalela, conectados pela
interagdo com o fon Ca®*, que por sua vez esta coordenado por oxigénios dos carboxilatos dos
residuos de Asp (82, 87, 88) e duas carbonilas (Figura 4). Ainda apresenta quatro pontes de
dissulfeto que estabilizam a estrutura (PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

No estado amorfo intermediario da ALA ela retém sua estrutura globular, porém seu
raio aumenta de 15,7 A para 17,2 A. Essa mudanca deve-se ao fato dela estar em um estado de
super-hidratacdo, com 270 moléculas de &gua ligadas. Essa conformacéo ndo foi suficiente para
induzir a morte de células (SVANBORG et al., 2003; SVENSSON et al., 2000).

Figura 3 - Estrutura tridimensional da alfa-lactoalbumina. A representa o dominio 3 e B representa o
dominio a. Os numeros romanos indicam as pontes de dissulfeto.

FONTE: Svensson et al. (2000, p. 4223).

Figura 4 - Ampliacéo do sitio de ligacdo de Ca(ll). Os grupos coordenadores de Ca(ll) em amarelo
(carboidratos K79 e D84, sublinhados, e cadeias laterais carboxilato D82, D87 e D88). Ca(ll) é
vermelho e as moléculas de 4gua coordenadoras de Ca(ll) estdo em ciano.

FONTE: Svensson et al. (2003, p. 2795).
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As ALA humana e bovina possuem uma sequéncia de aminoécidos 76% idéntica,
sugerindo uma divergéncia na formacao dos complexos no que tange a ligagdo do &cido oleico
sendo a principal diferenca ao redor do sitio de ligacdo do Ca(ll) (RAMMER et al., 2010;
SVENSSON et al., 2003).

ALA interage com diversos compostos organicos com peso molecular baixo pela
interagdo com o sitio de interacdo do ion célcio. Ela pode ligar-se ao UDP-galactose (substrato
da reacdo de sintese da lactose), a melitina (peptideo do veneno de abelha), e claro, a acidos
graxos como DSA, estedrico, palmitico e oleico. Essas interacGes dependem da conformacéo
da molécula (PERMYAKOV; BERLINER, 2000). Outro tipo de interacdo de relevancia da
ALA com compostos organicos é com membranas lipidicas. A pH 2, a proteina rapidamente se
insere na membrana (CAWTHERN; PERMYAKOV; BERLINER, 1996; PERMYAKOV;
BERLINER, 2000). Esse comportamento pode ajudar a explicar a atividade in vitro dos

complexos.
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada para esse trabalho foi adaptada de Boyer (2000, p. 265) por
sua simplicidade e eficiéncia quando comparada aos estudos descritos na sec¢do 3 deste trabalho.
Além disso, fatores materiais influenciaram na simplificacdo dos métodos experimentais para
efetuar as sinteses. Os procedimentos descritos abaixo para as sinteses dos complexos foram
realizados tanto para o whey protein isolado do leite bovino integral e desnatado quanto para o
whey comercial utilizando a metodologia descrita acima adaptada do trabalho de Nadeem,
Svanborg e Ho (2019), no qual descrevem o preparo do complexo com oleato de sédio
utilizando PBS

4.1 Isolamento do whey protein

Para isolar o whey protein do leite bovino utilizou-se 80 mL de leite desnatado e integral,
adquiridos comercialmente da marca Piracanjuba® sob tratamento Ultra High Temperature
(UHT). Ambos os volumes foram distribuidos em tubos falcon e levados a centrifuga por 45
minutos a 3700 rpm. A fase sobrenadante foi coletada e o precipitado descartado das duas
amostras. Em seguida, usou-se duas concentra¢des de HCI (12 mol L™ e 0,5 mol L) para
ajustar o pH do sobrenadante a 4,6. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 40° C e agitadas
durante 30 minutos, e posteriormente, foram centrifugadas nas mesmas condicdes acima. Ao
fim da centrifugacdo o sobrenadante (agora o whey isolado do leite integral e desnatado) foi
coletado e armazenado em frasco &mbar. Finalmente, as amostras foram desidratadas utilizando

um dessecador de alimentos na temperatura de 60° C por cerca de 48h (Figura 5).
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Figura 5 - Diagrama do isolamento do whey protein.
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FONTE: Autoria propria. Usando o software BIORENDER (2022).

4.1.1 Whey protein comercial

Os complexos foram sintetizados também utilizando o whey protein isolado adquirido
comercialmente da Vitafor®, por apresentar um grau de pureza adequado as analises (Figura
6).

Figura 6 - Whey protein isolado da Vitafor®.

FONTE: Disponivel em: https://www.vitafor.com.br/whey-protein-isolate---250g---vitafor/p.

4.2 Sintese do oleato de sodio
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O oleato de sodio foi sintetizado a partir de uma reacdo de neutralizacdo com 1,24 g de
hidréxido e sodio (NaOH, solucdo etandlica) 10 mL de &cido oleico (AO) na proporcao 1:1.
Ambos os reagentes foram colocados em um béquer e misturados com um bastéo de vidro. O
oleato de sodio foi colocado em um papel filtro para absorver o etanol (Figura 7). Por fim, foi
rotulado e armazenado em um dessecador em vacuo para evitar contato com umidade e ar até

Seu uso posterior.

Figura 7 - Diagrama da sintese do oleato de sodio.
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FONTE: Autoria prépria. Usando o software BIORENDER (2022).

4.3 Sintese do complexo whey-acido oleico

O complexo de whey protein com acido oleico (AO) da Perfyl Tech (PM: 282,47, 100%
puro) foi sintetizado utilizando-se 11 pL de acido oleico (3,5 mM) e 0,49 g de whey protein.
Colocou-se em um tubo falcon contendo 10 mL de tampéo fosfato-salino (ou PBS com pH =
7,18), o whey protein e 0 AO e levou-se ao vortex por 10 minutos. Por fim, as amostras foram
reservadas em frascos de penicilina e guardadas em um freezer. As amostras foram guardadas

para serem caracterizadas quimicamente posteriormente (Figura 8).
4.4 Sintese do complexo whey-oleato de sddio

O complexo de whey protein com oleato de sddio foi sintetizado utilizando-se 0,0106 g
de oleato de sodio (3,5 mM) e 0,49 g (700 uM) de whey protein. Esses reagentes foram
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adicionados a um tubo falcon contendo 10 mL de tampé&o fosfato-salino (ou PBS com pH =
7,18). A mistura foi levada ao vortex por 10 minutos. Finalmente, as misturas foram
desidratadas utilizando um dessecador de alimentos a uma temperatura de 60° C por cerca de
26h. As amostras foram guardadas para serem caracterizadas quimicamente posteriormente
(Figura 8).

Figura 8 - Diagrama da sintese dos complexos de whey protein com acido oleico ou oleato de sodio.
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FONTE: Autoria propria. Usando o software BIORENDER (2022).

4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR em modo de refletancia total atenuada (ATR) das amostras foram
registrados em um equipamento AGILENT CARY 630 na faixa de 650 cm™ a 4000 cm™ com
resolugdo de 2 cm™. O equipamento encontra-se disponivel na UNIFESSPA (Universidade
Federal do Sul e Sudeste do Para) - Campus Maraba, no Laboratério de Andlise Quimica. Os
espectros de infravermelho das amostras foram obtidos por inser¢cdo de cada amostras

diretamente no cristal do aparelho FTIR.

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD)

Utilizou-se o cromatografo liquido da Shimadzu 20AT, contendo uma bomba
SPDM20A, degaseificador da fase mével DGU-20A5R, coluna Shim-pack VP-ODS C18 nas
dimensdes de 150 L x 4,6 e um detector de arranjo de diodos (DAD) no modo varredura de 195
a 780 nm, composto por uma lampada de tungsténio e de deutério (D2W). A fase movel
constitui-se por dois solventes, o primeiro como agua deionizada (MicroQ 18,7 uS) acidificada

com acido acético 1% e o segundo como acetonitrila (grau de pureza HPLC, > 99,9%).
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As analises foram realizadas no modo isocratico com 95% de acetonitrila por 30 minutos
com 30 pL de cada solugdo. A primeira solucéo analisada foi o acido oleico 0,2 /mL com 1%
de acido acético, a segunda foi o complexo BAMLET desnatado diluido em metanol cuja

concentracdo era de 0,206 mg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento dos whey protein e sinteses dos complexos

Ao expor as amostras de leite centrifugadas a pH 4.6 e a calor (ilustrado na Figura 5),
precipitam-se a porcdo de caseinas presentes no leite. O sobrenadante (chamado de whey
protein) é primariamente composto de ALA e B-lactoglobulina (Figura 9) (BOYER, 2000;
PETTERSSON; MOSSBERG; SVANBORG, 2006).

Figura 9 - Whey protein isolado. O liquido esverdeado é o sobrenadante que abriga a maior quantidade
de ALA e o sdlido precipitado é a porcéo de caseinas.

bl

FONTE: Autoria prépria (2022).

Visando melhores condi¢des para 0 armazenamento e para diminuir as chances de
proliferacdo de micro-organismos e avaliacdo de suas atividades microbioldgicas e anticancer
e para complexacdo, as amostras de whey isolado foram desidratadas e obteve-se um pé

amarelado (Figura 10).
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Figura 10 - Whey protein desidratado. a corresponde ao whey protein do leite desnatado e b do
integral.

FONTE: Autoria propria (2022).

Esse whey em p0 foi utilizado para sintetizar o complexo BAMLET (Figura 11). Apesar
do método ndo descrever o preparo com &cido oleico (Figura 12), esta pesquisa decidiu
padronizar as sinteses para todos os complexos tanto com o acido oleico quanto para o oleato

de sddio e para o whey comercial a fim de averiguar se todos mantém sua estrutura apoptética.

Figura 11 - Complexos com oleato de sodio. a corresponde BAMLET com leite desnatado e b com
leite integral.

FONTE: Autoria prépria (2022).
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Figura 12 — Complexo com whey integral + acido oleico.

FONTE: Autoria propria (2022).

5.2 Anélise por FTIR

A caracterizacdo do oleato de sodio esta na Figura 13. O estiramento na faixa de 2900
cm™ de CH sp® (destacado pela seta preta) e o estiramento assimétrico forte em 1550 cm™ de
C=0 (destacado pela seta amarela) mostra que o produto fora sintetizado com sucesso. Quando
comparado ao espectro do acido oleico (Figura 14), nota-se o aparecimento da banda larga entre
3200-3300 cm™ (destacado pela seta preta), tipico do estiramento -OH, o que confere com o

esperado uma vez que o H fora substituido pelo fon Na* na estrutura do &cido oleico.

Figura 13 - Espectro IV para o oleato de sodio.
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FONTE: Autoria prépria (2022).
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Figura 14 - Espectro IV para o &cido oleico.
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J& para as duas porcdes de whey protein (Figura 15A e 16A) ndo ha diferencas
significativas nas bandas de absorcéo referentes aos grupos funcionais, mas é possivel notar
uma diminuicdo nos estiramentos na faixa de 2850 a 2950 cm™ (setas verdes) e um quase
desaparecimento da banda harmdnica C=0 em 3550 cm™ no whey desnatado (Figura 16A),
corroborando com o processo de remocdo ou diminuicdo do percentual de gordura,
representado pelos lipidios. O mesmo fenémeno foi observado na caracterizacdo dos complexos
complexo whey integral-oleato de sodio e complexo whey desnatado-oleato de sédio (Figura
15B e Figura 16B).
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Figura 15 — Espectros IV para A whey protein integral e B para o complexo BAMLET (whey integral
+ oleato de sddio).
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Figura 16 - Espectros IV para A o whey protein desnatado e B complexo BAMLET (whey desnatado +
oleato de sadio).
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FONTE: Autoria prépria (2022).

O perfil de absorcdo dos grupos funcionais presentes nos complexos whey integral-
oleato de sodio e whey integral-4cido oleico foi semelhante, porém houve uma leve diminuicéo
na transmitancia (destacado pelas linhas tracejadas) nos estiramentos -OH (o qual esta
sobreposto com a absorgdo N-H) entre 3000 — 3500 cm™ para os complexos com &cido oleico.
A banda harménica C=0 em 3550 cm™ apresentou mais caracteristico no espectro do whey
integral-oleato de sddio (Figura 17).
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Figura 17 - Espectro IV para A complexo BAMLET com &cido oleico e whey desnatado e B para o
complexo BAMLET whey integral com &cido oleico.
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FONTE: Autoria prépria (2022).

O perfil de absorcdo para o whey comercial da Vitafor® é substancialmente diferente
quando comparado aos outros (Figura 18). Isto deve-se principalmente ao seu teor de pureza
ser maior, ou seja, ele possui majoritariamente a ALA em sua composicdo, sem interferentes

de outras substancias como lipidios e outras proteinas presentes no whey bovino.

Fang e Dalgeish (1998) em seu estudo mostram que as bandas entre 1649 — 1659 cm™
sdo das vibracdes das alfa-hélices da estrutura da ALA. Isso leva a crer que os estiramentos do
whey protein comercial (Figura 18) entre 1500 e 1600 s&o provenientes das vibragoes das a-
hélices da ALA. Os complexos do whey comercial possuem também um perfil similar entre si,
isso indica que os residuos, ou cromaéforos dos acidos graxos estdo invisiveis, 0 que aponta para
um alto grau de complexacdo da ALA (Figura 19).
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Figura 18 - Espectro IV para o whey protein comercial.
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Figura 19 - Espectro IV para A whey comercial + acido oleico e B para o whey comercial + oleato de
sodio.
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FONTE: Autoria prépria (2023).

5.3 Anélise por HPLC-DAD

Os cromatogramas obtidos foram satisfatorios em caracterizar a presenca de oleato de
sodio. Segundo Bonfatti et al. (2008), as bandas de absor¢do no UV da ALA estariam entre 12
e 20 minutos. No cromatograma do complexo BAMLET (Figura 20), ha presenca de absorcdes
em 9 minutos e 10 minutos e 50 segundos. Essas pequenas bandas devem-se a presenca dos
cromaforos do oleato de sodio, cuja absor¢do maxima esta em 203 nm (Figura 21).

Figura 20 - Cromatograma do BAMLET desnatado com oleato de sédio em metanol a 0,106 mg/mL.
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FONTE: Autoria prépria (2023).

Figura 21 — Pico de absor¢cdo maxima da banda de absor¢édo do oleato de sédio em 203 nm.
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Analisando somente o0 4cido oleico, nota-se duas bandas de absor¢do nos minutos 6,5 e
9 no cromatograma da Figura 21 e sua absor¢cdo maxima em 195 nm (Figura 23). Ao sobrepor
ambos 0s cromatogramas, observa-se que as bandas de absorcdo do oleato se coincidem com

um leve afastamento no complexo devido ao efeito de interacdo com a proteina.

Figura 22 - Cromatograma do &cido oleico 0,2 mg/mL com um 1% de acido acético.
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Figura 23 - Pico de absor¢do méxima da banda de absor¢do do &cido oleico em 195 nm.
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Figura 24 — Sobreposigéo dos cromatogramas em rosa do BAMLET desnatado em metanol a 0,106
mg/mL e em preto do &cido oleico a 0,2 mg/mL com &cido acético 1%.
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FONTE: Autoria prépria (2023).

Partindo para uma analise somente com o oleato de sddio (Figura 25), mas em outra fase
movel que ndo interferird na discussao pois ao analisarmos o pico de absorc¢do no UV na Figura
26, observa-se que o pico de absorcdo é o mesmo do complexo (Figura 21) o0 que comprova a

presenca do oleato de s6dio no complexo e sua deteccdo por HPLC-DAD.

Figura 25 - Cromatograma do oleato de sddio 0,106 mg/mL em metanol. Fase mével HPLC:
agua/éacido acético/Metanol isocrético.

mAU
200-203nm,4nm
100-
X AN
100
‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I \ ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘
00 10 20 30 40 50 50 70 80 90 min

FONTE: Autoria prépria (2023).
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Figura 26 - Pico de absor¢do maxima da banda de absorcéo do oleato de s6dio em 203 nm.
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Os testes da atividade bioldgica ndo puderam ser completados a tempo para serem

inseridos neste texto, mas frisa-se que estdo em andamento e futuramente serdo publicados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho levou ao isolamento e caracterizagéo do whey protein
a partir do leite integral e desnatado, os quais contém proteinas importantes para o
desenvolvimento de complexos anticancerigenos. Além do isolamento dos whey protein
realizados, a sintese do oleato de sodio foi realizada com éxito, além dos complexos BAMLET
whey integral-oleato de sddio, whey desnatado-oleato de sodio, whey integral-&cido oleico e

whey desnatado-acido oleico.

Das técnicas empregadas para a caracterizagdo quimica, o FTIR mostrou-se mais
promissor em identificar a presenca de acido oleico e oleato de sddio, além de corroborar com
achados similares na literatura cientifica. Em relacdo ao HPLC-DAD, esta técnica demonstrou
baixa sensibilidade em caracterizar os croméforos do oleato de sodio e acido oleico. Esse
motivo pode estar relacionado a baixa presenca destes cromdforos livres (isto €, estarem
fortemente ligados a ALA) ou devido a sua degradacdo pelo ambiente, contudo, conseguiu-se
identificar a presenca dos referidos cromoforos no complexo BAMLET desnatado, o que ndo
foi possivel no complexo com o whey comercial. Esta pesquisa somente realizou os testes com

o0s dois complexos.

Comparadas a outras terapias em desenvolvimento, estes complexos oferecem
vantagens Unicas que as destacam como uma alternativa promissora para o tratamento e
desenvolvimento de linhas de pesquisa para 0 combate ao cancer. Além disso, esta pesquisa
debrucou-se em métodos mais simples e baratos de todas as suas sinteses, o que pode
futuramente, ser explorado para a fabricacdo dos complexos caso comprovado sua atividade

anticancer por meio desta metodologia em larga escala.
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