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RESUMO

A deficiéncia de ferro é um dos principais problemas nutricionais no mundo, sendo a
suplementacao de alimentos com sais de ferro uma importante estratégia para combater
essa deficiéncia. Porém, nessa forma, o mineral apresenta baixa biodisponibilidade e
pode causar dor de estébmago, diarreia, alteracdes de sabor e aparéncia dos produtos.
Quelatos ferro-peptideos tém sido apontados como uma promissora fonte de ferro mais
biodisponivel e com reducao desses efeitos adversos. O presente estudo teve por objetivo
avaliar o potencial de quelagéo de ferro dos peptideos obtidos da hidrdlise enzimatica de
isolado proteico de soro de leite (IPS) com as enzimas alcalase (HA), pancreatina (HP) ou
flavourzyme (HF). Os hidrolisados foram ultrafiltrados (membrana de corte de 5 kDa) e as
fragbes permeada (< 5 kDa) e retida (> 5 kDa) foram liofilizadas. Os hidrolisados e suas
fracoes foram caracterizados quanto ao perfil aminoacidico, perfil de hidrofilicidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR), perfil de massa
molecular (MM) por cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-
EM) e eletroforese SDS-PAGE Tricina. As fragcdes foram avaliadas quanto a sua
capacidade quelante de ferro, utilizando-se FeCl, na proporgéao 40:1 proteina:Fe, pH 7,0,
2512 °C/1h sob agitacao, seguida de centrifugacdo. Para avaliacao do ferro livre e/ou
fracamente ligado aos peptideos, o pH dos sobrenadantes da reacao de quelacao foi
ajustado para 3,5 e o Fe** soluvel foi determinado. Foi selecionado o hidrolisado com
maior capacidade quelante (fracdes HP > 5 kDa e HP < 5 kDa) para o prosseguimento do
trabalho. Para avaliagdo da estabilidade do quelato, essas fragcdes foram submetidas a
digestao gastrica in vitro e posterior neutralizacao (pH 7,0), seguida de centrifugacao. Os
peptideos das amostras selecionadas foram isolados por cromatografia de afinidade por
ions metalicos imobilizados (IMAC-Fe®'). Os peptideos com afinidade pelo ferro foram
sequenciados por espectrometria de massas (MS/MS). O grau de hidrolise (GH) dos
hidrolisados HA, HP e HF foi 16,8%, 16,4% e 9,1%, respectivamente. O perfil
eletroforético das fracbes < 5 kDa ndo apresentou bandas, enquanto as fracées > 5 kDa
apresentaram bandas de MM inferior; porém, por CLAE-EM, foi verificado que todas as
fracdes apresentaram peptideos de MM aparente superior a 5 kDa, sugerindo que nas
condigbes usadas houve formacdo de agregados. Na reagdo de quelacao, HP > 5 kDa
reteve 70,6% do ferro em solucédo, enquanto as demais fragdes variaram entre 37,4% e
66,1%. A fracdo HP > 5 kDa apresentou maior teor de ferro precipitado em pH 3,5
(65,3%), sugerindo maior interacao peptideos-ferro. A mesma amostra, apds digestao
gastrica, apresentou solubilidade do ferro inicialmente presente entre 57,8 e 59,0% em pH
7,0, sugerindo que a digestdo com ou sem pepsina ndo desfez totalmente o complexo
formado. Esse teor foi superior ao obtido com HP < 5 kDa (40,1 a 43,0%), bem como ao
ensaio controle com FeCl, (9,9%). No isolamento de peptideos por IMAC-Fe**, verificou-
se maior teor de peptideos com capacidade quelante de ferro na fragdo HP > 5 kDa (70%)
do que na fracdo HP < 5 kDa (50%). O sequenciamento por MS/MS mostrou, em todos os
fragmentos, presenca de Glu e/ou Asp, cujos grupos carboxilicos estdo entre os principais
sitios de ligacdo com o ferro. Os resultados sugerem que a hidrélise do IPS com
pancreatina origina peptideos com alta capacidade quelante de ferro. Esses peptideos
podem ser usados para obtencdo de quelatos Fe?'-peptideos que, futuramente, sejam
aplicados para fortificagdo de alimentos no intuito de elevar a biodisponibilidade do ferro,
além de potencialmente reduzir seus efeitos pro-oxidantes.

Palavras-chave: peptideos quelantes de ferro; quelatos; ferro; peptideos do soro de leite;
hidrolisados proteicos.
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ABSTRACT

I[ron deficiency is one of the major nutritional problems in the world, being the food
supplementation with iron salts an important strategy to combat this deficiency. However,
in salt form, this mineral has low bioavailability and may lead to stomachache, diarrhea
and even cause changes in flavor and appearance of food products. Iron-peptides
chelates have been suggested as a promising source of more bioavailable iron, reducing
these side effects. This study aimed at evaluating the iron-binding ability of peptides
obtained from enzymatic hydrolysis of whey protein isolate (WPI) with alcalase (AH),
pancreatin (PH) or flavourzyme (FH). Hydrolysates were ultrafiltered in 5 kDa membrane
and permeate (< 5 kDa) and retentate (> 5 KDa) fractions were lyophilized. Hydrolysates
and their fractions were characterized by aminoacidic profile, hydrophilicity profile by
reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC), molecular weight
(MW) profile by size-exclusion high performance liquid chromatography (SE-HPLC) and
SDS-PAGE Tricine). Fractions were evaluated by iron-binding ability using FeCl, (40:1
protein:Fe ratio) at pH 7.0 and 25+2 °C for 1h under stirring, followed by centrifugation. For
evaluation of free and/or weakly bound iron, the pH of the supernatant from the chelation
reaction was adjusted to 3.5 and soluble Fe** was determined. The hydrolysate with higher
iron-binding ability was selected (fractions PH > 5 kDa and PH < 5 kDa) for further
proceeds. To evaluate the chelate stability, these fractions were subjected to in vitro
gastric digestion and further neutralization, followed by centrifugation. The peptides of
selected samples were isolated by immobilized metal affinity chromatography (IMAC-Fe**).
The peptides with iron-binding affinity were sequenced by mass spectrometry (MS/MS).
The degree of hydrolysis (DH) of hydrolysates AH, PH and FH was 16.8%, 16.4% and
9.1%, respectively. Electrophoretic profile of fractions < 5 kDa did not present any band,
while fractions > 5 kDa presented peptides with lower MW. However, by SE-HPLC, it was
verified peptides with apparent MW above 5 kDa for all samples, suggesting that, under
the conditions studied, there was aggregates formation. In the chelation reaction, PH > 5
kDa retained 70.6% of iron in solution, while other samples ranged from 37.4% to 66.1%.
PH > 5kDa showed higher content of precipitated iron in pH 3.5 (65.3%), suggesting
greater peptide-iron interaction. After gastric digestion, the same sample showed initial
iron solubility ranging from 57.8 and 59.0% in pH 7.0, suggesting that digestion with or
without pepsin was not able to completely break the complex formed. This content was
higher than that obtained in both PH < 5 kDa (40.1 to 43.0%) and the control assay with
FeCl, (9.9%). IMAC-Fe®* isolation showed higher content of iron-binding peptides in PH >
5 kDa (70%) than in PH < 5 kDa (50%). The MS/MS sequencing showed Glu and/or Asp in
all fragments, which carboxylic groups are among the main iron-binding sites. The results
suggest that WPI hydrolysis with pancreatin yields peptides with high iron-binding ability.
These peptides may be used for obtaining iron-peptide chelates, which, in future, may be
applied in food fortification in order to increase iron bioavailability and potentially reduce its
pro-oxidant effects.

Keywords: iron-binding peptides; chelates; iron; whey peptides; protein hydrolysate.
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Introducéo e Justificativa

1. INTRODUGCAO

O ferro é um micronutriente essencial, componente intrinseco da hemoglobina,
mioglobina e citocromos (LUO & XIE, 2012). Pode funcionar como regulador, ativador e
controlador de varias reacoes enzimaticas (REN, HUANG, JIANG et al., 2011), além de
ter papel importante em fun¢dées como transporte de oxigénio e respiragédo celular (PUIG,
ASKELAND & THIELE, 2005). Sua deficiéncia é responsavel por diversas doencas
(BEARD, 2001), sendo um dos principais problemas nutricionais no mundo (FAO/WHO,
2007).

Muitos componentes da dieta podem comprometer a absorcao de ferro e, portanto,
varios estudos tém sido feitos para torna-lo mais biodisponivel (POWER, 2006). A
suplementacdao mineral de alimentos com sais de ferro, comumente utilizados no
tratamento da anemia, pode causar uma série de efeitos colaterais, como dor de
estbmago e diarreia. Esses sais geralmente apresentam baixa biodisponibilidade do
mineral e, além disso, podem acarretar alteragdes de sabor e aparéncia nos produtos em
que sdo empregados (DEWEY, DOMELLOF, COHEN et al., 2002; MEGIAS, PEDROCHE,
YUST et al., 2007).

Micronutrientes  organicamente  ligados, incluindo o ferro, possuem
biodisponibilidade superior ao mineral livre, sendo mais bem absorvidos no trato
digestério de humanos e de outros animais superiores (DAVIS, MCDOWELL,
WILKINSON et al., 2008). Em determinadas condigdes, essa ligacao promove a formagao
de quelatos estaveis e neutros, que protege os micronutrientes das reag¢des quimicas que
ocorrem durante o processo digestivo, garantindo sua solubilidade no decorrer do trato

gastrintestinal até sua absor¢céo (GLIGIC, PALIC & NIKOLOVSKI, 2004).

Com o intuito de elevar a absorgdo de ferro mediante suplementagéo, tém-se
estudado quelatos ferro-peptideos, obtidos de diversas fontes proteicas (CHAUD, IZUMI,

NAHAAL et al., 2002; KIM, SEO, KHAN et al., 2007a; LEE & SONG, 2009; HUANG, REN

1
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& JIANG, 2011; REN, HUANG, JIANG et al., 2011; ZHOU, WANG, Al et al., 2012). A
obtencado de peptideos quelantes de ferro a partir de hidrolisados proteicos pode ser Uutil
no aumento da biodisponibilidade do mineral, enquanto sua estabilidade mantém a

qualidade e aparéncia do alimento (MEGIAS, PEDROCHE, YUST et al., 2007).

As proteinas de soro de leite sdo uma fonte de grande interesse para obtencao de
peptideos quelantes de ferro (KIM, SEO, KHAN et al., 2007a; SUGIARTO, YE & SINGH,
2009; ZHOU, WANG, Al et al., 2012), pois apresentam elevado valor biolégico, elevada
digestibilidade e rapida absorcdo pelo organismo (SGARBIERI, 2004). O presente
trabalho teve como objetivo a obtencédo e o estudo da capacidade quelante de ferro de
peptideos do soro de leite. Pretende-se, dessa forma, contribuir para o conhecimento das
fragdes dos hidrolisados de maior afinidade ao metal e sua sequéncia aminoacidica, para
futuramente obter quelatos Fe?*-peptideos, que poderdo contribuir para elevar a

biodisponibilidade deste micronutriente.



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Obter peptideos de soro de leite a partir de hidrdlise do isolado proteico de soro de

leite (IPS) com diferentes enzimas e estudar sua capacidade quelante de ferro.

2.2. Objetivos especificos

Obter, fracionar e caracterizar hidrolisados proteicos de soro de leite com as

enzimas alcalase, pancreatina e flavourzyme;
Avaliar o potencial quelante de ferro das fragdes dos hidrolisados;
Avaliar a estabilidade do quelato as condigdes géastricas;

Isolar os peptideos de maior capacidade quelante, por coluna de afinidade por

fons Fe* imobilizados (IMAC- Fe**);

Sequenciar por espectrometria de massas (MS/MS) os peptideos com afinidade

pelo ferro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ferro

O ferro € um dos minerais essenciais que podem funcionar como reguladores,
ativadores e controladores de varias reacdes enzimaticas (REN, HUANG, JIANG et al.,
2011). Entre as fungdes do ferro, tém sido citadas a formagao dos glébulos vermelhos,
transporte de O, e CO,, transferéncia de elétrons, reacbes de oxidacao-reducdo e
producdo de energia celular. Além dessas fungdes, o ferro contribui na protegdo ao
sistema imunolégico, formacao de purinas, remocao de lipidios do sangue, producao de
anticorpos, absorgao de vitamina D em criangas com anemia ferropriva, sintese de DNA e

diviséo celular (LIEU, HEISKALA, PETERSON et al., 2001).

O ferro representa ao redor de 35 e 45 mg/kg de peso da mulher e do homem,
respectivamente (LIEU, HEISKALA, PETERSON et al., 2001). Desse total, 60 a 70%,
estdo presentes na hemoglobina; 10% na mioglobina, citocromo e enzimas que contém
ferro; e os 20 a 30% restantes estdo presentes na forma de reserva como ferritina e

hemossiderina (CONRAD, UMBREIT & MOORE, 1999).

A deficiéncia desse mineral é definida como o estado no qual o individuo nao
possui ferro suficiente para manter normais as fungdes fisiolégicas dos tecidos, tais como
sangue, cérebro e musculos (FAO/WHO, 2007). A deficiéncia de ferro, especialmente a
anemia, € um dos principais problemas nutricionais no mundo. Segundo a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia de pessoas anémicas no mundo, de 1993 a
2005, era de cerca de 2 bilhdes de pessoas (FAO/WHO, 2007). A deficiéncia de ferro tem
importantes consequéncias para a saude humana e desenvolvimento infantil: mulheres
anémicas e seus filhos apresentam alto risco de morte durante o periodo pré-natal; o
desenvolvimento fisico e mental de criangas é atrasado ou comprometido; e a capacidade
de trabalho fisico e produtividade de trabalhadores manuais podem ser reduzidas (REN,

HUANG, JIANG et al, 2011). A anemia contribui, comprovadamente, na queda da
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capacidade geral de desempenho dos individuos (SIGULEM, TUDISCO, GOLDENBERG
etal., 1978).

A fortificacdo de alimentos, uma das importantes estratégias sustentaveis
sugeridas pela OMS, tem sido adotada em muitos paises para alcancar as metas de
controle de deficiéncias de micronutrientes, como o ferro (FAO/WHO, 2007). Para
suplementacao de alimentos com ferro, a Legislagdo Brasileira permite a utilizagdo de
sulfato ferroso desidratado (seco), fumarato ferroso, ferro reduzido, ferro eletrolitico, sédio
ferro etileno diamino tetracético (NaFeEDTA), ferro bisglicina quelato e outros compostos

de biodisponibilidade nao inferior a dos compostos permitidos (BRASIL, 2007).

No Brasil, desde junho de 2004, tornou-se obrigatéria a fortificacao de farinhas de
trigo e milho com ferro e &cido folico. A Resolugdo RDC n? 344, de 13 de dezembro de
2002, estabelece as quantidades minimas desses nutrientes que devem ser adicionadas
as farinhas: 4,2 mg de ferro por 100 g de farinha e 150 mcg de &cido félico por 100 g de
farinha (BRASIL, 2007). O Governo Federal criou o Programa Nacional de
Suplementagdo de Ferro, que consiste na suplementagcdo medicamentosa de sulfato
ferroso para todas as criancas de 6 a 18 meses de idade na dosagem de 25 mg de ferro
elementar, administrado uma vez por semana, na forma de xarope (BRASIL, 2009). No
entanto, o xarope tem baixa aceitacdo entre as criangas, além de promover efeitos
adversos, como fezes escuras, diarreia e pigmentacdo dos dentes (HOFFMANN &

KRUGER, 2011).

A eficacia da fortificacdo de alimentos com ferro continua sendo um desafio,
devido aos problemas recorrentes associados a essa pratica, incluindo variagdo na
biodisponibilidade do ferro, alteragdes sensoriais, formacao de sedimentos e o efeito do
ferro sobre a oxidacao lipidica (SUGIARTO, YE & SINGH, 2009). Isso porque o ferro pode
promover a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais estéo

relacionadas as doencas cardiovasculares e neurologicas, além de ter um impacto
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negativo no sabor, textura, valor nutricional e vida de prateleira de produtos alimenticios

(TORRES-FUENTES, ALAIZ & VIOQUE, 2012).

O sulfato ferroso tem sido utilizado para tratamento da anemia ha muitos anos,
porém, os efeitos colaterais no sistema gastrintestinal atribuidos ao uso desse sal (como
azia, dor abdominal, ndusea e diarreia) levam a diminuicdo da eficacia do tratamento
(MIMURA, BREGANO, DICHI et al., 2008). Por todos esses fatores, o emprego de
agentes quelantes que diminuam o ferro livre e favorecam a biodisponibilidade do ferro

pode apresentar um potencial terapéutico, bem como prevenir seus efeitos pré-oxidantes.

3.2. Proteinas do soro de leite

As proteinas do soro de leite estdo entre as proteinas funcionais mais empregadas
em formulacdes alimenticias (KAZMIERSKI & CORREDIG, 2003). Constituem um grupo
bastante diversificado de proteinas com caracteristicas estruturais bem diferentes
(WONG, CAMIRAND, PAVLATH et al., 1996). As principais proteinas do soro do leite sdo
B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactoalbumina (a-La) e albumina de soro bovina (BSA)
(KAZMIERSKI & CORREDIG, 2003) e suas concentragdes no leite bovino séo 3,2 g/L, 1,2
g/L e 0,4 g/L, respectivamente (KAZMIERSKI & CORREDIG, 2003; SGARBIERI, 2005).
As duas primeiras constituem 70 a 80% das proteinas totais do soro. Além delas e da
BSA, sédo encontradas também lactoferrina, imunoglobulinas, protease-peptonas,

transferrina e enzimas (SGARBIERI, 1996).

A B-Lg, proteina mais abundante do soro de leite, € globular, com massa molecular
(MM) igual a 18,36 kDa para a variante genética A e 18,28 kDa para a variante B,
contendo 162 residuos de aminoacidos, um grupo tiol (-SH) e duas pontes dissulfeto
intramolecular (-S-S) (SAWYER, BARLOW, BOLAND et al., 2002). A a-La contém 123
residuos de aminoacidos e MM igual a 14,18 kDa. Sua molécula de forma elipsoide
apresenta quatro pontes dissulfeto. Sua propriedade mais caracteristica é a forte

tendéncia de formar associagdes em pH abaixo de seu ponto isoelétrico (SGARBIERI,
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2005). A BSA é uma proteina globular solivel em &gua, formada por uma cadeia
polipeptidica com cerca de 580 residuos de aminoacidos e MM igual a 66,2 kDa
(SGARBIERI, 2005). Duas caracteristicas estruturais importantes da BSA sédo a presenca

de grupo sulfidrila livre e a existéncia de 17 pontes dissulfeto (MORR & HA, 1993).

Do ponto de vista da composicao aminoacidica, as proteinas do soro atendem as
recomendacgdes para todas as idades, e apresentam quase todos os aminoacidos
essenciais em excesso as recomendagdes da FAO (FAO/WHO, 1990), exceto pelos
aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina. Além do elevado valor bioldgico, as
proteinas do soro do leite sdao altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais (SGARBIERI,

2004).

As proteinas do soro apresentam agoes fisiolégicas in vivo, tais como antioxidante,
anti-hipertensiva, antitumoral, protetora da mucosa gastrica contra agressdo de agentes
ulcerogénicos, virais e bacterianos (SGARBIERI, 2004). Modulam ainda uma variedade
de fungbes, tais como a imunoldgica, a atividade linfocitaria, a secrecao de citocinas, a
produgéo de anticorpos e a atividade fagocitaria (SAINT-SAUVEUR, GAUTHIER, BOUTIN
et al., 2008). A obtencao de peptideos com propriedades funcionais a partir das proteinas
do soro de leite tem sido amplamente estudada nos ultimos anos (ZHOU, WANG, Al et

al., 2012).

3.3. Hidrolisados proteicos de soro de leite

Muitas pesquisas tém sido realizadas nos ultimos anos para o desenvolvimento de
alimentos funcionais (COZZOLINO, LECCE, FRISULLO et al., 2012). Alimentos funcionais
sao definidos como alimentos que, além da contribuicao nutricional basica, apresentam
efeitos benéficos sobre uma ou mais fungdes do organismo, melhorando as condigdes
fisicas e/ou diminuindo o risco da evolucao de doencas (DIPLOCK, AGGETT, ASHWELL

et al., 1999). Os hidrolisados proteicos de soro de leite tém sua funcionalidade destacada

7
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devido a bioatividade de seus peptideos (KIM, SEO, KHAN et al., 2007a). Varios
peptideos considerados bioativos tém sido identificados em hidrolisados de soro de leite,
apresentando, por exemplo, atividade antihipertensiva (GOBBETTI, MINERVINI &
RIZZELLO, 2004), imunomodulatéria (MERCIER, GAUTHIER & FLISS, 2004),
anticarcinogénica (MARSHALL, 2004) e carreadora de minerais (KIM & LIM, 2004).

A hidrolise enzimatica de biopolimeros, como proteinas, polissacarideos e
pectinas, é utilizada para modificar as propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos
alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo, melhorando, particularmente, suas
caracteristicas de absorcao intestinal (TELLO, CAMACHO, JURADO et al., 1994). Desse
modo, um dos critérios utilizados na caracterizacdo de um hidrolisado para utilizagéo
dietética é a distribuicdo do tamanho dos peptideos, uma vez que o comprimento da
cadeia peptidica influencia a taxa de absor¢ao intestinal (GRIMBLE, KEOHANE, HIGGINS
et al., 1986). Boza et al. (2000) demonstraram que uma dieta baseada em hidrolisado de
soro de leite, contendo especialmente di- e tripeptideos, foi utilizada mais efetivamente
pelo organismo de ratos do que uma mistura equivalente de aminoacidos livres,

apresentando assim um maior valor nutritivo.

A escolha da enzima proteolitica € muito importante, pois sua acao especifica ira
influenciar a composicao final dos produtos de hidrolise, principalmente com relagédo ao
tamanho médio dos peptideos e exposicdo dos grupamentos laterais hidrofébicos
(HAQUE & MOZAFFAR, 1992). As diferencas de especificidade e agao hidrolitica podem
influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas dos hidrolisados (BERTRAND-HARB,
BADAY, DALGALARRONDO et al., 2002), no seu papel biolégico (FITZGERALD &
MEISEL, 1999) e na habilidade de seus peptideos em quelar o ferro (KIM, SEO, KHAN et
al., 2007b).
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3.4. Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas hidrolisam as ligacbes peptidicas, havendo discriminacao
entre os varios tipos de ligagcbes existentes, o que determina a especificidade de cada
uma (BERGMANN, 2006). O grau de hidrélise atingido durante a reacao de hidrélise, bem
como a determinagdo dos grupos terminais dos peptideos obtidos, é relacionado a

atividade e especificidade da enzima utilizada (KIM, SEO, KHAN et al., 2007b).

A enzima alcalase é uma protease bacteriana alcalina produzida por Bacillus
licheniformis (SUKAN & ANDREWS, 1982). Essa enzima tem sido amplamente utilizada e
€ considerada por muitos pesquisadores uma das melhores enzimas na preparacao de
hidrolisados proteicos, devido principalmente ao seu baixo custo e a obtencao de diversas
propriedades funcionais (HOYLE & MERRLTT, 1994; SHAHIDI, HAN & SYNOWIECKI,
1995; KRISTINSSON & RASCO, 2000; YANG, YANG, LI et al., 2011). A alcalase é uma
endopeptidase de ampla especificidade, que atua hidrolisando, preferencialmente, a
porcao carboxi terminal dos aminoacidos acido glutdmico, metionina, lisina, tirosina e

glutamina (ZHU, ZHOU & QIAN, 2006; YANG, YANG, LI et al., 2011).

A enzima flavourzyme é uma protease fungica complexa produzida pela
fermentacdo submersa de uma linhagem selecionada de Aspergillus oryzae, atuando na
hidrdlise sob condicdes neutras ou ligeiramente 4cidas (SLIZYTE, DAUKSAS, FALCH et
al., 2005). Essa enzima apresenta maior atividade de exopeptidases, gerando grande
quantidade de aminoécidos livres (NCHIENZIA, MORAWICKI & GADANG, 2010), e tem
sido muito usada na producdo de hidrolisados proteicos com excelentes propriedades

funcionais (KRISTINSSON & RASCO, 2000).

A pancreatina € um complexo enzimatico produzido no pancreas, constituido de
lipases, amilases, ribonucleases e proteases (PARK, 2001). As proteases pancreaticas
possuem agado de endopeptidases (quimotripsina, tripsina, elastase e colagenase) e de
exopeptidases (carboxipeptidases A e B) (YAMAMOTO, 1975). As enzimas

carboxipeptidase, tripsina e quimotripsina sao classificadas como serina proteases, por
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apresentarem cadeias laterais de serina como parte essencial do seu sitio catalitico, e
apresentam pH 6timo entre 7 e 9 (ADLER-NISSEN, 1993). A carboxipeptidase A requer
um grupo carboxila livre e atua melhor em substancias contendo um aminoacido
aromatico a direita da clivagem (DIXON & WEBB, 1964; MATHEWSON, 1998); a tripsina
apresenta alta especificidade para as ligacées entre o grupo carboxil dos aminoacidos
bésicos lisina e arginina (DIXON & WEBB, 1964; YAMAMOTO, 1975) e,
consequentemente, a hidrolise proteica por esta enzima resulta na formacao de grandes
fragmentos peptidicos cujo C-terminal € lisina ou arginina (ADLER-NISSEN, 1993); a
quimotripsina possui atividade especifica para as ligacées peptidicas adjacentes a
carboxila de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) (DIXON & WEBB,

1964; YAMAMOTO, 1975).

3.5. Formacao de quelatos

A palavra quelato é oriunda do grego “chele”, cuja traducao é pinca ou garra. Isso
se deve as estruturas dos quelatos, resultado do compartiihamento de elétrons entre um
metal e um ligante (KRATZER & VOHRA, 1986). O atomo doador de elétrons é chamado
atomo ligante e a molécula contendo o atomo ligante é a molécula ligante. Ligantes
podem ser considerados como bases de Lewis, as quais podem dividir um par de elétrons
com metais, que podem ser considerados como acidos de Lewis. Assim, a coordenacéao é
resultado da neutralizagdo de um acido de Lewis com uma base de Lewis (KRATZER &
VOHRA, 1986). A doacéao do par de elétrons, proveniente do mesmo atomo do ligante ao
ion de metal, estabelece uma ligagdo covalente coordenada (DEWAYNE ASHMEAD,
2001).

O ligante é usualmente um anion ou uma molécula que tem um atomo com um par
de elétrons em valéncias disponiveis. Os quelatos de metal sdo compostos de
coordenacao, enquanto, nos sais de metais, o cation se liga por interacao eletrostatica.

Em um quelato, o ligante doa elétrons ao cation (DEWAYNE ASHMEAD, 2001). Uma vez
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quelado, as caracteristicas fisico-quimicas do metal se alteram. Os componentes do
quelato compartilham propriedades entre si, porém, conservando propriedades exclusivas

(BELL, 1977).

Segundo Dewayne Ashmead (2001), para ser denominado quelato, € necessario
que quatro pré-requisitos sejam cumpridos. Os pré-requisitos sao: 1) o ligante deve conter
dois grupos funcionais capazes de estabelecer ligacdes covalentes e coordenadas. Os
elementos do ligante que geralmente funcionam como doadores sao os atomos mais
eletronegativos, como nitrogénio ou oxigénio (VAN UITERT & FERNELIUS, 1954;
GLUSKER, 1991); 2) deve ser criada uma estrutura em anel, na qual o ion metalico seja o
elemento que fecha essa estrutura (AHRENS, 1983); 3) o quelato deve ser estericamente
possivel. O quelato sera relativamente estavel se as cargas do ion e dos ligantes
estiverem balanceadas e se a razdo molar entre ambos for estericamente correta
(AHRENS, 1983); 4) a reacdo de quelagdo deve ser energeticamente possivel. A
quantidade de ligantes capazes de se ligar ao metal é definida pelo numero de
coordenacgao do metal, que por sua vez é determinado pelo numero de orbitais de ligagao

disponiveis no metal, para combinagao com os orbitais do ligante (BELL, 1977).

Complexos formam-se com praticamente todos os metais da tabela periédica
(MARTELL & CALVIN, 1952). No entanto, metais de transicdo sdo mais bem conhecidos
por seus complexos metdlicos (KRATZER & VOHRA, 1986). Com relagéao ao ferro, tanto
sua forma divalente quanto a trivalente possuem alta afinidade de ligacao a proteinas e
outros agentes complexantes, em pH ao redor do neutro. Dentre os principais compostos
que podem formar quelatos com o ferro, estao carboidratos, fibras e fitatos, aminoacidos,
peptideos e proteinas. A formacdo desses quelatos pode influenciar positiva ou
negativamente na absorcao do ferro pelo organismo, em funcdo das caracteristicas do

quelato formado (KRATZER & VOHRA, 1986).

11
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3.6. Peptideos quelantes de ferro

Existem numerosas substancias capazes de exercer agao quelante, as quais estao
amplamente distribuidas em todos os sistemas vivos na natureza. Dentre elas, podem-se
citar 4cidos inorgéanicos, acidos organicos bicarboxilicos, fosfatos, vitaminas, aminoacidos
e peptideos (KRATZER & VOHRA, 1986). Porém, aminoacidos e pequenos peptideos
resultantes da hidrélise enzimatica de proteinas sao ligantes ideais, pois em um ambiente
aquoso, encontram-se no estado zwiteribnico, com o grupo carboxilico e amino ionizados
com cargas opostas e, portanto, ambos 0s grupos podem participar da reagao de
quelacao com o ion de metal (DEWAYNE ASHMEAD, 2001). A ligacao dos peptideos a
ions metéalicos é baseada na interacdo entre um grupo doador de elétrons presente na
superficie da proteina e um ion metélico que apresente um ou mais sitios de coordenagao
acessiveis (UEDA, GOUT & MORGANTI, 2003), assegurando que o atomo de metal se

torne parte de uma estrutura biologicamente estavel.

Geralmente, a razao molar entre ligante e metal é de, pelo menos, 1:1, porém,
preferencialmente, 2:1 ou 3:1. A Figura 1 ilustra a formagao mais comum de um quelato
entre um aminodacido e um metal divalente, na razdo 2:1. As linhas tracejadas
representam ligacées covalentes coordenadas, ligacbes covalentes ou ligacdes idnicas;
M representa o metal, como por exemplo, Fe?*; o grupo R representa a cadeia lateral, a

qual varia de acordo com o aminoacido (ASHMEAD, 2007).

H
R—C——NH, 0——C=0
\ /

M
£\
0=C——0C NH—C—R

Figura 1. Representagéo da ligacdo entre um ligante e um metal. Fonte: Ashmead (2007)

Quando ocorre a ligagao entre dois atomos pelo compartiihamento de um par de

elétrons, na qual cada atomo contribui com um elétron, essa ligacdo é denominada

12
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ligagdo covalente, conforme postulado por Lewis. No compartilhamento de elétrons entre
o nitrogénio e atomos de hidrogénio, um par de elétrons do nitrogénio nado é
compartilhado, o que permite que ele reaja de modo a dividir o par de elétrons livres com
algum outro atomo. A ligagédo entdo formada também é uma ligagdo coordenada; porém,
devido ao fato de os dois elétrons serem fornecidos por um Unico atomo, nesse caso, o
atomo de nitrogénio, a ligagdo é denominada ligagdo covalente coordenada (BASOLO &

JOHNSON, 1964).

Na ligag@o entre um ligante e um metal (Figura 1), o nitrogénio do grupo a-amino
dos aminoéacidos envolvidos na ligacdo contribui com ambos os elétrons, os quais
preenchem o0s espagos disponiveis nos orbitais, formando uma ligagdo covalente
coordenada com o metal. Assim, um ion metalico com valéncia 2% pode ser unido por
quatro ligacées quando totalmente quelado (ASHMEAD, 2007). Isso é possivel porque os
orbitais do atomo de metal sdo combinados para formar um novo conjunto de orbitais,
denominado orbital hibrido, que forma as ligacdes covalentes mais estaveis entre metal e

ligante (BASOLO & JOHNSON, 1964).

Nesse estado, 0 quelato é completamente estabilizado pelos elétrons da ligacao e
a carga do fon metalico, assim como de toda a molécula, torna-se nula. E possivel que o
ion metalico possa se ligar ao oxigénio carboxilico por ligagées covalentes coordenadas
ou ibnicas. Entretanto, o ion metdlico & preferencialmente ligado ao grupo a-amino

apenas por ligagdes covalentes coordenadas (ASHMEAD, 2007).

A especificidade de formacdo desses complexos é determinada pelo arranjo
espacial dos grupos funcionais dos aminoacidos na sequéncia dos peptideos. As
interacbes podem ser aumentadas ou diminuidas modificando-se os residuos de
aminoacidos presentes na sequéncia peptidica (CARLTON JR & SCHUG, 2011).
Proteinas com residuos de acido glutdmico, aspartico, serina e histidina podem
preferencialmente quelar o ferro, pois este se liga a grupos ricos em oxigénio, como grupo

carboxil dos acidos aspértico e glutdmico, e grupos ricos em nitrogénio, como o anel

13



Revisao Bibliografica

imidazol da histidina (ZACHARIOU & HEARN, 1995). A presenca de histidina,
especialmente no N terminal, é efetiva na quelacdo, uma vez que o nitrogénio do anel
imidazol participa frequentemente da ligagdo de coordenagdo com minerais (ZHANG,

ZHANG, WANG et al., 2009).

Estudos de complexos ferro-peptideos mostram que o principal sitio de ligacao ao
ferro corresponde, primariamente, aos grupos carboxilicos (CHAUD, 1ZUMI, NAHAAL et
al., 2002; LEE & SONG, 2009; HUANG, REN & JIANG, 2011), embora o nitrogénio do
grupo g-amino da lisina, do grupo guanidina da arginina e do grupo imidazol da histidina
possam também estar envolvidos na ligacdo com ferro (REDDY & MAHONEY, 1995;
CHAUD, IZUMI, NAHAAL et al., 2002; TORRES-FUENTES, ALAIZ & VIOQUE, 2012).

A quelagao do ferro por histidina, acido glutdmico e aspartico resulta no aumento
da absor¢ao de ferro e também pode resultar na reducao dos ions férricos para ferrosos
(STORCKSDIECK, BONSMANN & HURRELL, 2007). Os grupos -OH da serina ou da
treonina sdao também indicados como sitios de ligacao ao ferro de proteinas e peptideos
(CATES, TEODORO & PHILLIPS JR, 2002; KANTARCI, TAMERLER, SARIKAYA et al.,
2005; WU, LIU, ZHAOQO et al., 2012), porém os grupos carboxilicos de acido glutamico e
aspartico sao grupos de coordenacdo ainda mais fortes (SOVAGO & OSZ, 2006).

Diversas matérias-primas tém sido utilizadas para obtengdo de peptideos com
capacidade quelante de metais. Peptideos de hidrolisados de leite (VEGARUD,
LANGSRUD & SVENNING, 2000), caseina (CHAUD, 1ZUMI, NAHAAL et al., 2002), soro
de leite (KIM, SEO, KHAN et al., 2007b; KIM, SEO, KHAN et al., 2007a; SUGIARTO, YE
& SINGH, 2009; OU, LIU, ZHANG et al., 2010), subprodutos de camardo (HUANG, REN
& JIANG, 2011; REN, HUANG, JIANG et al, 2011), musculo de frango (SETH &
MAHONEY, 2000), masculo de anchova (WU, LIU, ZHAO et al., 2012), plasma de sangue
suino (LEE & SONG, 2009), queijo (LUND & ARDO, 2004), soja (LV, LIU, BAO et al.,
2009; ZHANG, HUANG & JIANG, 2011) e grao de bico (TORRES-FUENTES, ALAIZ &
VIOQUE, 2012) apresentaram capacidade de ligar o ferro.
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O mecanismo exato de quelagdo de hidrolisados com ferro ainda nao esta
completamente elucidado. Reddy & Mahoney (1995) sugerem que as cargas, O
comprimento da cadeia lateral e os grupamentos funcionais dos aminodacidos e peptideos
estejam diretamente relacionados a quantidade formada de complexo com ferro. Contudo,
além da composicao aminoacidica, a atividade quelante dos peptideos depende de outros
fatores, como estrutura do peptideo, efeitos estéricos e massa molecular (CARRASCO-

CASTILLA, HERNANDEZ-ALVAREZ, JIMENEZ-MARTINEZ et al., 2012).

A quelagdo de metais parece ser pelo menos parcialmente responsavel pela
atividade antioxidante que tem sido encontrada em muitos aminoacidos, como tirosina,
metionina, histidina, arginina e triptofano (ZHU, CHEN, TANG et al., 2008; HUANG,
MAJUMDER & WU, 2010).

3.7. Efeito do pH na quelacao de ferro

O pH exerce importante influéncia na capacidade de ligacdo dos peptideos ao
ferro (LIN, CHEN & HUANG, 2000). A ligacao de coordenagao entre peptideo e metal é
favorecida quando grupos ionizaveis doadores de elétrons presentes nos residuos de
aminoacidos da cadeia peptidica estdo parcialmente desprotonados, ou seja, quando
estdo em condicdo na qual o pH é superior ao pKa dos grupos ionizaveis (PORATH,

1990).

A reducao do pH para valores abaixo de 5 promove a precipitagcdo do complexo
ferro-peptideo de soja, porém em pH abaixo de 2 ocorre a re-dissolugcao do precipitado.
Em pH acima de 2, o sal de ion férrico sofre hidrélise, ocasionando a precipitagéo e
insolubilidade do ferro (FRANZAN, 2006). Apenas o ferro soltvel, em moléculas de heme
ou ligado a quelatos de baixa MM pode ser absorvido (CARDOSO, 2006). O complexo
ferro-peptideo obtido de hidrolisado enzimatico parcial de caseina apresenta

caracteristicas diferenciadas daquelas do sulfato ferroso, ou seja, insolubilidade em pH
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acido e solubilidade em pH de neutro a alcalino. Porém, em ambas as condi¢des de pH, o

ferro permanece ligado (CHAUD, IZUMI, NAHAAL et al., 2002).

3.8. Biodisponibilidade do ferro quelado

A biodisponibilidade de um nutriente pode ser definida como sua acessibilidade
aos processos metabdlicos e fisioldgicos normais. A biodisponibilidade esta relacionada
ao efeito benéfico de um nutriente em niveis fisioldgicos de ingestao, mas também pode
afetar a natureza e a gravidade da toxicidade quando a ingestdo for excessiva

(COZZOLINO, 2007).

Micronutrientes  organicamente  ligados, incluindo o ferro, possuem
biodisponibilidade superior ao mineral livre, sendo mais bem absorvidos no trato
digestério de humanos e de outros animais superiores (DAVIS, MCDOWELL,
WILKINSON et al, 2008). A formagdo de quelatos estaveis e neutros protege os
micronutrientes das reacdes quimicas que ocorrem durante o processo digestivo,
garantindo sua solubilidade no decorrer do trato gastrintestinal até sua absor¢céao (GLIGIC,

PALIC & NIKOLOVSKI, 2004).

O mecanismo pelo qual o agente quelante melhora a utilizagdo do mineral
depende da capacidade de o ligante sequestrar o mineral ou da sua maior habilidade em
competir com outros ligantes no trato gastrintestinal (KRATZER & VOHRA, 1986). A
absorcdo, na maioria das vezes, ocorre pela absor¢cdo do agente quelante, que leva
consigo o metal que a ele se ligou (SECHINATO, 2003). No caso de o quelato ser muito
grande para atravessar a membrana na forma intacta, para que a absorgdo do ion
metalico ocorra, este deve ser removido do complexo e ligado a outro ligante de menor
massa molecular (KRATZER & VOHRA, 1986). Franzan (2006), em experimentos de
reposi¢cao de hemoglobina em ratos, concluiu que, no quelato, a for¢a de ligagdo deve ser

suficientemente forte para impedir sua complexacdo com outros ligantes, tendo que ser,
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porém, suficientemente fraca para que possa ser mobilizado por carreadores presentes

na parede dos enterécitos.

Muitas pesquisas tém sido feitas para aumentar a biodisponibilidade do ferro e
reduzir seus efeitos colaterais. O glicinato ferroso tem disponibilidade duas vezes maior
que o sulfato ferroso e menos efeitos colaterais (OLIVARES, PIZARRO, PINEDA et al.,
1997; LAYRISSE, GARCIA-CASAL, SOLANO et al., 2000). Pineda & Ashmead (2001)
relataram biodisponibilidade do glicinato ferroso de 90,9% e 26,7% para o sulfato ferroso.
O fosfato ferroso de aménia aumenta a absorgao do ferro de 3,3% para 7,4% em relagao
ao pirofosfato férrico, porém, com absorcao inferior ao sulfato ferroso, que apresenta
absorgdo de 10,4% (WALCZYK, KASTENMAYER, STORCKSDIECK GENANNT
BONSMANN et al., 2012). O pirofosfato férrico soluvel (SFP) é um quelato férrico soluvel
em agua em uma ampla faixa de pH e pode ser uma fonte de ferro quando administrado
por via intravenosa, como um aditivo para misturas em nutrigdo parenteral (GUPTA,
AMIN, BESARAB et al., 1999). Esse quelato apresentou maior biodisponibilidade do que
FeSO,, FeCls;, Ferrochel (bisglicinato ferroso) e NaFe-EDTA (Ferro EDTA de sd6dio) em
estudo com células Caco-2 (ZHU, GLAHN, NELSON et al., 2009). Nao foram encontrados

na literatura, valores para a biodisponibilidade de ferro em quelatos Fe-peptideos.

Para ingestdo oral, peptideos ligados ao ferro podem oferecer vantagens em
relacdo as formulagbes contendo compostos de ferro ndo heme, tais como o sulfato
ferroso, pois melhoram a biodisponibilidade e atenuam os efeitos colaterais em anémicos
(STEPHENSON, 1995). Atualmente, a utilizacao de hidrolisados proteicos para obtencao
de peptideos com capacidade quelante de ferro tem se tornado um importante foco de
estudo (GALLEGOS-TINTORE, TORRES-FUENTES, MARTINEZ-AYALA et al., 2011;
HUANG, REN & JIANG, 2011; REN, HUANG, JIANG et al., 2011; WANG, LI, LI et al.,
2011; TORRES-FUENTES, ALAIZ & VIOQUE, 2012; WU, LIU, ZHAO et al., 2012).
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3.9. Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

O isolamento de peptideos com capacidade quelante de metais pode ser feito
através da técnica IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography), a qual tem sido
largamente utilizada com este propédsito (KENIG, PETERNEL, GABERC-POREKAR et al.,
2006). Essa técnica de separacdo e purificacdo de proteinas, baseada na afinidade
destas pelos metais de transicao, foi apresentada por Porath et al. (1975). A técnica IMAC
explora a interacdo entre espécies doadoras de elétrons presentes na superficie de
biomoléculas em solugdo e ions metalicos quelados imobilizados em um suporte sélido

(BRESOLIN, MIRANDA & BUENO, 2009).

Nessa técnica, o agente quelante é acoplado a uma matriz sélida por meio de
ligacdes covalentes. O ion metélico, por sua vez, € imobilizado pelo agente quelante por
ligacbes de coordenacdo formadas entre o ion metdlico e atomos de nitrogénio, oxigénio
ou enxofre, presentes na estrutura do agente quelante (PORATH, CARLSSON, OLSSON
etal., 1975; EUGENE, 1985; WINZERLING, 1992).

Muitos compostos sdo empregados como agentes quelantes em IMAC, sendo o
acido iminodiacético (IDA) o mais utilizado. O IDA é um agente quelante tridentado
(possui um atomo de nitrogénio e dois atomos de oxigénio para a coordenacao), isto é,
quela o ion metalico ocupando trés sitios de coordenacdo. No caso de ions metalicos
hexacoordenados, com trés sitios ocupados, ha disponibilidade para a biomolécula
interagir com os outros trés sitios remanescentes (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO,

2009), como é mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacao diagramatica de um adsorvente de IMAC (gel de IDA-Me). Me — metal; P
— suporte cromatografico insoltvel e X — H20, ions de solugao tampao ou residuo aminoacidico da
proteina. - - - Sitios remanescentes. Fonte: adaptado de Porath & Olin (1983).

Proteinas ou outros solutos introduzidos na fase movel sdo adsorvidos
principalmente pela formacao de ligacées de coordenacao com sitios remanescentes dos
ions metalicos quelados, havendo também a possibilidade de outras forgas envolvidas,
tais como forgas eletrostaticas, interacbes hidrofobicas e forcas de Van der Waals (UEDA,
GOUT & MORGANTI, 2003). Os efeitos eletrostaticos sdo mais intensos quando se
emprega uma fase moével com baixa for¢a i6nica (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO,
2009).

Embora a separagdao de proteinas por IMAC seja principalmente baseada em
forcas de interacdo entre seus residuos de aminoacidos e os ions metalicos ligados a
coluna, muitos outros fatores influenciam a formacédo desse complexo e consequente
retencdo dessas proteinas a coluna (KAGEDAL, 1998), como pH (LIN, CHEN & HUANG,
2000), concentracao de sal (CHEN, WU & LIU, 1996) e tampao de eluicdo (ZACHARIOU
& HEARN, 1995).

O pH tem papel razoavelmente complexo na eluicdo e adsorcdo de proteinas,
porque é influenciado por um numero de propriedades, incluindo o comportamento
nucleofilico dos componentes do tampéo, as propriedades de doador-receptor de elétrons
dos solutos e estabilidade do metal (WONG, ALBRIGHT & WANG, 1991). Como as

ligagbes de coordenagdo com os ions metdlicos imobilizados podem ocorrer
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simultaneamente com interagdes eletrostaticas, a adsorgdo de proteinas em IMAC se

torna dependente do pH (PORATH, 1990).

O aumento da forga ibnica dos tampdes pode conduzir a supressao de interacoes
secundarias, eletrostaticamente indesejaveis, enquanto aumenta a ligacao de proteinas
aos complexos quelatos, sendo que a concentracdo decrescente de sal pode até resultar
em menor adsorcgao de proteina (ARNOLD, 1991; WONG, ALBRIGHT & WANG, 1991). A
seletividade de IMAC por uma proteina também depende da composicao da fase mével,
sendo que os tampdes acetato e fosfato sdo os mais comumente utilizados (WONG,

ALBRIGHT & WANG, 1991).

A forca da ligacao entre metal e ligante € governada pela avaliagdo da forga ou
fraqueza intrinseca dos atomos envolvidos. Liga¢des entre atomos com avaliagao similar
(por exemplo, &cido forte com base forte) sdo as mais fortes, sendo os ions metélicos,
como K*, Ca*, Mg? e Fe*, classificados como &cidos fortes de Lewis (UEDA, GOUT &
MORGANTI, 2003). Acidos fortes de Lewis preferem grupos ricos em oxigénio, como
grupos carboxilicos dos acidos aspartico e glutdmico ou o oxigénio de grupos fosfato.
Residuos de &cido aspartico ou glutamico apresentam capacidade de ligagcdo ao Fe®*

imobilizado em IDA, porém, em pHs muito inferiores aos utilizados para adsor¢do de

histidina e triptofano (RAMADAN & PORATH, 1985).

Apoés a adsorgdo, as moléculas retidas podem ser liberadas utilizando-se agente
competidor, como imidazol, ou tampao adequado (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO,
2009). A forca da ligagdo metal-proteina varia de proteina para proteina e, em muitos
casos, essa diferenga pode ser explorada para obter separacao e isolamento efetivos de
proteinas especificas (KAGEDAL, 1998). A separacao dos peptideos quelantes ocorre em
funcao da presenga de grupos acessiveis de histidina, serina, cisteina, 4cido aspartico e
glutdmico (SWAIN, TABATABAI & REDDY, 2002; STORCKSDIECK, BONSMANN &

HURRELL, 2007). Esses residuos devem estar disponiveis na superficie das
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biomoléculas com vista a formacao de interagdes com os metais de transicao (JERKER,

1992).

Na etapa de dessorgao, a eluigdo por diminuicao do pH ocasiona a protonagao das
espécies doadoras de elétrons, podendo ser um método eficiente para dessorver
proteinas que interagem com fons metalicos Cu?*, Ni#*, Zn*, Co* e Ca?* imobilizados.
Porém, para cromatografias realizadas com ion metélico Fe**, as proteinas podem ser

eluidas por aumento do pH (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO, 2009).

A purificacdo de peptideos com capacidade quelante pode aumentar a
biodisponibilidade de metais como caélcio, ferro e zinco (FAIRWEATHER-TAIT &
TEUCHER, 2002). Desse modo, peptideos quelantes purificados a partir de hidrolisados
proteicos podem ser Uteis no aumento da biodisponibilidade e, consequentemente, na

eficiéncia da absorgao do ferro (MEGIAS, PEDROCHE, YUST et al., 2007).

3.10. Sequenciamento de peptideos por espectrometria de massas

Uma vez separados os peptideos com alto potencial quelante, é possivel
identificar os diferentes aminoacidos que os compdem, através da técnica de
espectrometria de massas, e, assim, analisar quais residuos aminoacidicos apresentam
maior afinidade de ligagdo ao ferro no material de estudo. Essa técnica permite a
identificacdo de compostos pela formacao de ions e com separacao e deteccdo baseada
na relagdo massa/carga (m/z) em fase gasosa (AEBERSOLD & MANN, 2003; KICMAN,
PARKIN & ILES, 2007). O espectrometro de massas é constituido por uma fonte de ions,
um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados, tendo como
funcdo béasica separar os ions formados de acordo com suas relagdes m/z (CANTU,

CARRILHO, WULFF et al., 2008).

O uso da espectrometria de massas para analise de biomoléculas como proteinas

e peptideos iniciou-se na década de 90 (KICMAN, PARKIN & ILES, 2007) e as fontes de
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ionizagdo empregadas para essa finalidade sdo ESI (Electrospray lonization) (FENN,
MANN, MENG et al, 1989) e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization)
(KARAS & HILLENKAMP, 1988). Ambas as técnicas permitem que os compostos a serem
analisados sejam brandamente ionizados, fazendo com que as moléculas permanegam

relativamente intactas durante o processo de ionizagdo (KICMAN, PARKIN & ILES, 2007).

A fonte de ionizagao por ESI produz um fino spray de gotas altamente carregadas,
produzidas pela aplicagdo de voltagem no capilar. Com a evaporagao do solvente, as
cargas sao transferidas para as moléculas, transformando-as em ions na fase gasosa
(DASS, 2007). No caso da ionizacao por MALDI, a amostra é analisada dispersa em uma
matriz, que absorve energia no comprimento de onda do laser utilizado. Assim, o laser
transfere energia para a matriz, sublimando-a. Na fase gasosa ocorre a transferéncia de
carga da matriz para as moléculas do analito, promovendo a ionizagcdo (KARAS, BAHR &
GIEBMANN, 1991). ESI aplicada a analise de peptideos produz preferencialmente
espécies duplamente carregadas, enquanto MALDI gera quase que exclusivamente ions

monocarregados (CANTU, CARRILHO, WULFF et al., 2008).

Diversos analisadores de massas, tais como, quadrupolos, ion-traps
(tridimensionais e lineares), time-of-flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron resonance
(FT-ICR), orbitrap, entre outros, sdo comercialmente disponiveis. A fun¢do bésica dos
analisadores é separar os ions formados de acordo com suas relagdes m/z (CANTU,
CARRILHO, WULFF et al., 2008). O principio fisico utilizado em cada analisador
determina a resolugdo dos espectros obtidos, entendendo como resolucédo a capacidade
de separar sinais adjacentes, e a exatidao, definida por quao préximo o valor experimental
€ préximo do valor tedrico na determinagdo da massa do ion (WATSON & PARKMAN,

2007).

A partir da obtengdo do espectro de massas dos peptideos, tem-se a relagdo m/z
desses e, por consequéncia, a sua MM. Os peptideos previamente detectados, chamados

de ions precursores, sao, entao, isolados e submetidos a fragmentagéo por colisdo com
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moléculas de um gas inerte, tal como argénio, nitrogénio ou hélio. O espectro obtido é
chamado espectro de fragmentacdo ou MS/MS. Ao final do processo, os resultados
inerentes a MM dos peptideos, bem como a informacao relativa a sequéncia de
aminoacidos dos peptideos contida nos espectros de fragmentagdo (MS/MS) s&o usados
pelos softwares de busca para localizar as proteinas nos bancos de dados (CANTU,
CARRILHO, WULFF et al, 2008). Os softwares mais conhecidos e comumente
empregados sdao o Sequest (ENG, MCCORMACK & YATES Ill, 1994) e o Mascot
(PERKINS, PAPPIN, CREASY et al., 1999).

Atualmente, a espectrometria de massas tem sido muito utlizada para
identificacdo de peptideos com capacidade quelante, permitindo o conhecimento da
sequéncia de aminoacidos que podem estar envolvidos na reacdo de quelacdo (LEE &
SONG, 2009; LV, LIU, BAO et al., 2009; WANG, LI & AO, 2012; WU, LIU, ZHAO et al.,
2012; ZIDANE, MATEOS, CAKIR-KIEFER et al., 2012).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Para este estudo, foi utilizado isolado proteico de soro de leite (IPS) PROVON ®
(Glanbia Nutritionals, Kilkenny, Irlanda). As enzimas proteoliticas utilizadas para hidrolise
do IPS foram flavourzyme (produzida por Aspergillus oryzae), gentilmente cedida pela
empresa Novozymes® Latin America Ltda. (Araucaria, PR, Brasil), alcalase (produzida
por Bacillus licheniformis) e pancreatina de origem suina, ambas adquiridas da Sigma-

Aldrich® (St.Louis, MO, EUA).

Os reagentes tricina, pepsina, dodecil sulfato de sédio (SDS), acido bicinconinico
(BCA), oftaldialdeido (OPA) e albumina de soro bovina (BSA) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St.Louis, MO, EUA). A ortofenantrolina foi adquirida da Synth (Sao Paulo, SP,
Brasil). Acido tricloroacético (TFA), B-mercaptoetanol, Comassie Brilliant Blue G250 e
ureia foram adquiridos da Merck (Hohenbrunn, Alemanha). A bis-acrilamida foi adquirida
da Amresco (Solon, Ohio, EUA). A acrilamida e tris base da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).
A acetonitrila e o cloreto ferroso (FeCl,.4 H,O) da J. T. Baker (Center Valley, PA, EUA). A
a-lactoalbumina foi gentilmente cedida pela Davisco Foods International Inc. (Le Sueur,

MN, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico ou cromatografico.

4.2. Obtencao dos hidrolisados e fracoes

Os hidrolisados foram obtidos a partir da hidrélise enzimatica de isolado proteico
de soro de leite bovino (IPS) com as enzimas alcalase, pancreatina e flavourzyme, sob
condicoes especificas para cada enzima. As condigbes de pH, temperatura e relagao
enzima:substrato (E/S) foram as seguintes: pH 8,0, 60 °C e E/S 1% para alcalase; pH 8,0,

40 °C e E/S 4% para pancreatina; pH 6,7, 55 °C e E/S 4% para flavourzyme. A selecdo
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das condigbes foi baseada nos resultados de um delineamento composto central

rotacional (DCCR) 22 realizado em estudos preliminares.

O IPS (10% m/v) foi dissolvido em agua deionizada e a solugdo colocada em
béquer encamisado no equipamento pH Stat - Titulador Automatico modelo DL 21 Grafix
(Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Suica), com sistema de agitagdo e aquecimento por
meio de acoplamento com banho termostatizado. O pH foi ajustado com 2 mol/L NaOH
até o valor previamente definido para cada ensaio. Durante a reacao de hidrélise, o pH foi
mantido constante através da adicao de 2 mol/L NaOH e o consumo de base monitorado
pelo equipamento. O grau de hidrélise (GH) foi definido pela Equagédo 1 (ADLER-NISSEN,
1986):

o/ _ 1 1 1
GH (%) = B x Nb x p- X “MP X Thtot x 100 (Eqg. 1)

Em que: GH (%) = grau de hidrélise; B = consumo de base em mL; N, = normalidade da
base; 1/a = média de grau de dissociagao do grupo a-NH,; MP = massa da proteina em g;
hit = Nnimero total de ligagdes peptidicas no substrato proteico - 8,8 para proteina do soro

de leite (ADLER-NISSEN, 1986).

Apos o final da reagéo, os hidrolisados foram centrifugados a 17000x g/15 min em
centrifuga modelo RC5C (Sorvall Instruments Dupont, Wilmingtin, EUA), filtrados em
membrana de celulose regenerada (poro de 0,45 pum; Schleicher & Schiill, Dassel,
Alemanha) e o sobrenadante foi posteriormente fracionado em sistema de ultrafiltragéo
Pellicon® (Millipore, Bedford, MA, EUA), com membrana de corte molecular de 5 kDa. As
fracdes obtidas, permeado (< 5 kDa) e retido (> 5 kDa), foram liofilizadas em Liofilizador

Edwards - super Modulyo (West Sussex, RU).

25



Material e Métodos

4.3. Determinacao de grupos amino livres
A concentracdo de grupos amino livres foi determinada a partir do método
baseado na reacado de oftaldialdeido (OPA), descrito por Nielsen e Dambmann (2001). O
teor de grupos amino livres foi obtido pela Equagéo 2:

(Abs amostra — Abs branco) 100
x 0,9516 meqv/L x 0,1 x v~ XP (Ea.2)

Grupos amino livres _
(meqv NH,/ g proteina) (Abs padrédo — Abs branco)

Em que: M = m amostra (g); P = % proteina na amostra; 0,1 = volume de amostra (L).

Utilizando-se as Equacgdes 3 e 4 calculou-se o GH das amostras analisadas:

%)= N 1 E
GH (%) = hiot x 100 (Eqg. 3)
h = (grupos amino livres — B) (Eq. 4)

a meqv/g proteina

Em que: GH (%) = grau de hidrélise; h = numero de liga¢des peptidicas clivadas durante o
processo de hidrolise; htot = numero total de ligagdes peptidicas no substrato proteico -
8,8 para proteinas do soro de leite (ADLER-NISSEN, 1986); constantes a e 3 = 1,0 e 0,4,
respectivamente, para proteinas do soro de leite (NIELSEN, PETERSEN & DAMBMANN,
2001).

O GH das amostras foi corrigido subtraindo-se o teor dos aminoacidos livres (X
meq de amino&cidos livres/g proteina). A partir do GH corrigido, calculou-se, utilizando a
Equacao 5, o comprimento médio das cadeias peptidicas (CCP), em numero de residuos

de aminoacidos por peptideo (ADLER-NISSEN, 1986):
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100

ccp = GH corrigido (%) (Eq.5)

Em que: CCP = comprimento da cadeia peptidica; GH corrigido (%) = grau de hidrélise
corrigido pela subtragao do teor dos aminoacidos livres (£ meq de aminoacidos livres/g

proteina).

4.4. Determinacao da proteina total

O teor de nitrogénio total das amostras foi determinado pelo método oficial de
micro-Kjeldahl. O teor de proteina total foi calculado multiplicando-se o conteudo de

nitrogénio total pelo fator 6,38 (AOAC, 2006).

4.5. Determinacao do perfil aminoacidico

4.5.1. Aminoacidos totais

A determinagcdo da composicdo dos aminoacidos totais foi feita pela metodologia
de derivatizagdo pré-coluna dos aminoacidos liberados apds a hidrélise acida das
proteinas (6 mol/L HCI), sob aquecimento (110 °C/20 h). A analise de aminoé&cidos foi
realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo), com coluna C;s LUNA 100 A (46 mm x 250 mm; particula de 5 pm)
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA), de acordo com o método descrito por White et al.
(1986) para amostras alimenticias. Os aminoacidos foram quantificados por comparacao
com padrao de aminoacidos Thermo Scientific (Rockford, EUA). Utilizou-se acido DL-2-

aminobutirico (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, EUA), como padrao interno.

Na hidrélise acida com fenol, ocorre a liberagcdo dos aminodacidos, com excegéao do
triptofano, que é completamente destruido. A determinacdo de triptofano foi feita apds

hidrélise enzimatica com pronase (40 °C/22-24 h), seguido de reagao colorimétrica com 4-
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dimetilaminobenzaldeido (DAB) em 10,55 mol/L H,SO, e leitura a 590 nm. O teor de

triptofano foi calculado a partir de uma curva padrao de L-triptofano (SPIES, 1967).

4.5.2. Aminoacidos livres

A analise de aminoacidos livres foi feita segundo metodologia descrita por Hagen
et al. (1993). Apds hidrolise com 6 mol/ L HCI por 24 h, a quantificacdo de aminoacidos
livres foi feita por calibragcdo interna multinivel, com auxilio de metionina sulfona como
padrao interno. As amostras foram desproteinizadas com metanol acidificado com HCI 0,1
mol/lL (80% MeOH /20% 0,1 mol/lL HCI) a uma proporciao de 7:2:1
metanol/amostra/padrdao interno. Foi utilizado equipamento HPLC da Thermo Fisher
Scientific Inc. (Rockford, EUA), com coluna LUNA C;s 100A (250 mm x 4,6 mm; 00G-
4252-EQ); particula de 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA, EUA).

4.6. Determinacao do perfil de massa molecular

4.6.1. Perfil eletroforético

O perfil eletroforético do IPS foi determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), enquanto os hidrolisados e suas respectivas
fracoes foram analisados por sistema SDS-PAGE-Tricina, especifica para separagao de

peptideos de baixa MM (CLAEYS, DE SMET, BALCAEN et al., 2004).

No sistema SDS-PAGE-Tricina foram utilizados géis de poliacrilamida de
diferentes concentragdes: gel de separacdo (16%T e 3%C) com 6 mol/L ureia, gel
espacador (10%T e 3%C) e gel de empilhamento (4% T e 3%C). As amostras foram
diluidas em tampao redutor (0,5 mol/L Tris-HCI, pH 6,8, 10% SDS, 10% glicerol, 5% -
mercaptoetanol e 0,1% Comassie Blue G250), aquecidos a 90 °C por 5 min. O volume de

amostra aplicado foi de 5 pL. Ap6s as corridas, os géis foram fixados por 1 h em solugéao
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metanol/acido acético/agua (5:1:4) e corados por Comassie Blue G250 (0,025% de
Comassie Blue em 10% acido acético). Posteriormente, foram descorados em 10% acido
acetico. Como padrao de MM foi utilizado Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight
Standards (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA).

4.6.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-

EM)

Os hidrolisados e suas respectivas fragdes foram avaliados por cromatografia
liguida de exclusdo molecular (CLAE-EM), a fim de se verificar sua distribuicao de MM.
Foi utilizado Sistema de HPLC Agilent, Sistema de bombas quaternario, Semi Preparativo
e Analitico com Detector por Arranjo de Diodos (DAD) (Waldbronn, Alemanha), com
coluna Protein-Pak™ 60 A (7,8 mm x 300 mm) (Waters Corporation, Milford, MA, EUA)
(faixa de separacao de 1-20 kDa) e tampéao fosfato de sédio 50 mmol/L pH 6,8 como fase
mével. O fluxo foi de 1 mL/min e o monitoramento a 214 nm. O volume de injecdo de

amostra foi de 20 pL (3 mg/mL) e o tempo de corrida igual a 20 min.

4.7. Perfil de hidrofilicidade

O perfil de hidrofilicidade dos hidrolisados e das fragdes obtidas por ultrafiltragcao
foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)
em Sistema de HPLC Agilent, Sistema de bombas quaternario, Semi Preparativo e
Analitico com Detector por Arranjo de Diodos (DAD) (Waldbronn, Alemanha), com coluna
Cis Microsorb — MV ™ (4,6 mm x 250 mm; particula de 5 pm) (Rainim, Woburn, MA,
EUA).

A composigao dos solventes foi: solvente A - 0,04% de &cido trifluoracético (TFA)
em agua Milli-Q; solvente B - 0,03% TFA em acetonitrila, filtrados em membrana 0,45 pm

(Schleicher e Schill, Dassel, Alemanha). A coluna foi mantida em temperatura ambiente,
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com fluxo de 1 mL/min, com detecgdo em 214 nm, volume de injecdo de 50 uL sendo
equilibrada com 100% do solvente A. As amostras (3 mg proteina/mL para hidrolisados e
fracbes e 1mg/mL para IPS integro) foram eluidas em gradiente linear até 70% do
solvente B em 40 min, retornando a 100% de solvente A aos 45 min. Nos 15 min
seguintes, manteve-se a fase moével em solvente A, a fim de reestabelecer as condigdes

iniciais.

4.8. Avaliacao do potencial de quelacao das fracoes dos hidrolisados

A reacdo de quelacdo entre o Fe* e fracbes dos hidrolisados foi baseada na
metodologia utilizada por alguns estudos de quelagao Fe-peptideos (LEE & SONG, 2009;
HUANG, REN & JIANG, 2011; REN, HUANG, JIANG et al., 2011; ZHOU, WANG, Al et al.,
2012), com proporgao proteina:ferro de 40:1 (ZHOU, WANG, Al et al., 2012). A fonte de
ferro utilizada foi FeCl, (MORALES, FERNANDEZ-FRAGUAS & JIMENEZ-PEREZ, 2005;
LEE & SONG, 2009; REN, HUANG, JIANG et al., 2011), pois o ferro na forma ferrosa
(Fe*) apresenta maior solubilidade e é mais facilmente absorvido do que na forma férrica
(Fe*). Além disso, Fe* apresenta menor tendéncia a formagédo de compostos insolveis

do que Fe* (BRISE & HALLBERG, 1962; FUQUA, VULPE & ANDERSON, 2012).

Uma solugéo contendo 4% de proteina teve o pH ajustado para 7,0 com NaOH e
foi adicionada de 0,1% de ferro (FeCl,.4H,0), e o pH foi novamente ajustado para 7,0. A
solugao foi mantida sob agitacdo constante a 25+2 °C, durante 60 min, com ajuste de pH
a cada 15 min. Apds esse periodo, a solugao foi centrifugada (5000x g/220 min) e o
sobrenadante analisado quanto ao teor de ferro, pelo método colorimétrico da

ortofenantrolina (item 4.9), e teor de proteina, pelo método de Kjeldahl.

Os sobrenadantes obtidos foram divididos em duas partes: uma foi liofilizada e
utilizada para avaliagéo da estabilidade do quelato as condigdes gastricas (item 4.10) e a
outra teve seu pH ajustado para 3,5 e foi centrifugada (5000x ¢/20 min) para

determinagdo do teor de ferro sollvel. Essa etapa foi realizada para avaliar se o ferro

30



Material e Métodos

soluvel em pH 7,0 estava complexado ou apenas fracamente ligado aos peptideos. O
ferro determinado no sobrenadante foi considerado como ferro livre e o ferro precipitado,
como ferro quelado (CHAUD, IZUMI, NAHAAL et al., 2002). O ferro no precipitado foi
avaliado por diferenga entre o ferro utilizado na reacdo de quelagdo e o ferro no

sobrenadante.

4.9. Determinacao de ferro

O ferro em solucéo foi determinado pelo método colorimétrico da ortofenantrolina
(ATKINS, 1975), utilizando-se FeCl, como padrdo. A curva padrdo foi construida com
concentragdes entre 1-5 mg Fe/L. A reacao foi feita em baldes volumétricos de 10 mL, a
partir da adicdo de amostra (volume adequado para obter concentragéo entre 2 e 4 mg
Fe/L), 2 mL de tampao acetato de sddio 0,5 mol/L pH 4,7, 800 uL de solucao de acido
ascorbico 1%, para garantir a reducédo de toda espécie Fe* para Fe®" e 400 uL de
solucao 0,25% de ortofenantrolina. Apés 20 min em repouso, foi realizada leitura em

triplicata, a 510 nm.

A Figura 3 apresenta o fluxograma da obtencdo do quelato Fe?-peptideo, pela

reagao de quelacao e precipitagdo do quelato
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Figura 3. Fluxograma de obtencdo de quelato Fe2+-peptideo.
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4.10. Avaliacao da estabilidade do quelato as condicoes gastricas

Os liofilizados dos sobrenadantes da reacao de quelagao das amostras > 5 kDa e
< 5 kDa do hidrolisado com pancreatina (HP > 5 kDa e HP < 5 kDa) foram submetidos a
digestao géstrica, a fim de se avaliar a estabilidade do quelato formado, em fungcéo da
manutencdo da solubilidade do ferro. Foram realizados ensaios controle da enzima
(digestdo sem amostra), controles do ferro (solugcdo de FeCl,.4H,O com e sem enzima),
além dos ensaios com as amostras com e sem enzima. Para a digestao, utilizou-se 5,9
mg proteina/mL. Assim, o teor de ferro nas amostras avaliadas variou entre 50-60 pg

Fe/mL. Como controle, realizaram-se experimentos somente com FeCl, (100 ug Fe/mL).

A digestao gastrica in vitro foi realizada conforme descrito por Martos et al. (2010)
com adaptagbes. A digestdao foi realizada em equipamento Thermomixer Comfort
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha), em tubos Falcon de 15 mL. As amostras liofilizadas
foram solubilizadas em fluido gastrico (35 mmol/L NaCl pH 2,0) na concentragdo de 5,9

mg proteina/mL e tiveram seu pH ajustado para 2,0 com 1 mol/L HCI.

Ap6s 15 min a 37 °C, adicionou-se solugcdo de pepsina (E:S 1:20 m/m). As
amostras permaneceram a 37 °C por 60 min a 400 rpm. O pH das amostras foi entao
ajustado para 7,0 com 1 mol/L NaOH, o volume acertado para obter-se concentracao final
de 3,9 mg proteina/mL e as amostras centrifugadas a 5000x g/20 min. O teor de ferro no

sobrenadante foi determinado pelo método colorimétrico da ortofenantrolina (item 4.9).

4.11. Isolamento dos peptideos por coluna de afinidade IMAC-Fe**

A partir dos resultados da capacidade quelante das fragdes dos hidrolisados,
foram selecionadas as fragées HP > 5 kDa e HP < 5 kDa. Os peptideos dessas fragdes
foram isolados por cromatografia de afinidade por ions metdlicos imobilizados (IMAC),

segundo metodologia descrita por Lv et al. (2009) com adaptagdes.
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O isolamento foi realizado em Sistema FPLC AKTA prime plus (GE Healthcare Bio-
Sciences, Bjorkgatan, Suécia) com deteccdo fixada em 280 nm. Uma coluna XK 16
(Pharmacia, Suécia) foi empacotada com 20 mL de resina Iminodiacetic Acid Sepharose
® (Sigma-Aldrich®; St.Louis, MO, EUA) e lavada com agua miliQ (minimo 6 volumes de
coluna). A seguir, carregou-se a coluna com 30 mL de solugdo 200 mmol/L FeCl;
previamente filtrada em membrana 0,45 um (Schleicher e Schill, Dassel, Alemanha). O

fluxo foi mantido em 1 mL/min.

A coluna foi entdo lavada com 8-9 volumes de coluna de agua miliQ, a fim de
eliminar o ferro ndo quelado a resina, e, em seguida, com tampao acetato de sédio —
acido acético 50 mmol/L pH 4,0, com o intuito de eliminar o ferro fracamente retido a
coluna. O sistema foi entdo condicionado com tampao de adsorgdo (ou de equilibrio)
(tampéao acetato de sddio - acido acético 50 mmol/L pH 5,5 com 0,1 mol/L NaCl) (LV, LIU,
BAO et al., 2009). A adicdo de NaCl ao tampao aumenta a forca ibnica e leva a
diminuicdo ou supressao das interacdes eletrostaticas, favorecendo a predominancia de
ligagcbes de coordenacdo entre ions metalicos imobilizados e peptideos (BRESOLIN,

MIRANDA & BUENO, 2009), aumentando assim a seletividade da analise.

Aliquotas de 2 mL (50 mg proteina/mL) foram carregadas na coluna. A primeira
fracdo eluida corresponde aos peptideos ndo adsorvidos na coluna e, portanto, com
menor potencial de ligacao ao ferro. Os peptideos quelados foram posteriormente eluidos
com tampdo de dessorcdo (ou de elui¢cdo) (solugdo 20 mmol/L de fosfato de sédio
dibasico). O fluxo para eluicdo da amostra foi de 1 mL/min. Apés a eluicdo dos peptideos,
a coluna foi lavada com agua miliQ e posteriormente regenerada com solu¢gdo 50 mmol/L

de EDTA.

A determinacdo de proteina das fragdes coletadas em IMAC-Fe** foi feita pelo
método do acido bicinconinico (BCA), utilizando-se BSA como padréo, segundo Smith et

al. (1985). As fragbes com capacidade quelante da amostra > 5 kDa do hidrolisado com
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pancreatina (HPq > 5 kDa) e < 5 kDa do hidrolisado com pancreatina (HPq < 5 kDa) foram

coletadas em coletor automatico e posteriormente liofilizadas.

412, Sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

Anteriormente ao sequenciamento por espectrometria de massas, as amostras
HPq < 5 kDa e HPq > 5 kDa foram dessalinizadas, a fim de reduzir ao maximo os sais
presentes nas amostras, 0s quais podem comprometer a identificacao dos peptideos, pela
interferéncia provocada na ionizagdo. A dessalinizacao foi realizada em coluna Sep-Pak
Cis, cartucho de 100 mg, particula de 55-105 um (WAT023590, Waters Corporation, MA,
EUA). O cartucho foi ativado com acetonitrila 100% e equilibrado com 50% acetonitrila /
0,1% &cido férmico e 0,1% TFA. O volume de amostra foi 300 pL (800 pg de amostra em
0,1% TFA). A seguir, o cartucho foi lavado com 0,1% TFA e acido 0,1% férmico. A eluicao
da amostra foi realizada com 50% acetonitrila / 0,1% &cido férmico e 80% acetonitrila /
0,1% acido férmico. O eluido foi coletado e seco em equipamento Speed Vac (SPD 1010
speed vac system — Thermo Scientific) e posteriormente ressuspendido em 0,1% &cido

formico para andlise de espectrometria de massas.

Os peptideos foram separados por perfil de hidrofilicidade em coluna Cig (100 pm
x 100 mm) (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) em nano Acquity Ultra Performance
LC (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) acoplado a uma interface de ionizacao por ESI
nanospray em um espectrobmetro de massas com analisador Q-TOF Ultima
(MicroMass/Waters Corporation). Aliquotas de 4,5 uL de amostra foram injetadas
automaticamente e os peptideos foram eluidos da coluna com gradiente de 0-90% de

acetonitrila contendo acido férmico a 0,1% durante 60 min sob fluxo de 0,6 mL/min.

Os arquivos de dados gerados pelo Q-TOF foram processados em programa
Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ltda.). Para a identificacdo das proteinas,
foi utilizado o programa Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltda.), com 0,1 Da de

tolerancia de massas para MS e 0,1 Da de tolerancia de massas para MS/MS. As buscas
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foram realizadas utilizando o banco de dados Bostaurus (51274 sequéncias; 19497864
residuos). O equipamento foi operado em modo MS positivo, com aquisicdo de dados
continua na faixa de m/zde 100-2000 Da. Os cromatogramas foram apresentados em BPI

(Base Peak Intensity Chromatogram).

Esta etapa do trabalho foi realizada em parceria com o Laboratério de
Espectrometria de Massas (MAS) do Centro de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME),

Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) (Campinas-SP).

4.13. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se o programa estatistico
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences; SPSS 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL),

por analise de variancia ANOVA e teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao do IPS

O componente majoritario do IPS e de maior interesse para este trabalho séao as
proteinas, e seu teor, determinado pelo método Kjeldahl, corresponde a 87,6 + 0,4%. A
Figura 4 apresenta o perfil eletroforético SDS-PAGE do IPS. E possivel observar duas
bandas mais intensas, com aproximadamente 14 e 18 kDa, correspondentes as suas
principais proteinas, a-lactoalbumina (a-La) e B-lactoglobulina (B-Lg), respectivamente.
Outra banda, menos intensa, com aproximadamente 66 kDa corresponde a albumina de
soro bovina (BSA). Ha ainda duas bandas com aproximadamente 55 kDa e 86 kDa,
correspondentes a bandas de cadeia pesada de imunoglobulina (Ig) e lactoferrina (LF),
respectivamente (BASCH, DOUGLAS JR, PROCINO et al., 1985; KINGHORN, NORRIS,
PATERSON et al., 1995).

MM
(kDa)

97 .4
66,2

<+— LF

<+——— BSA
<« Ig

450 ==
21,5

B-Lg
14 4 - <+—a-La
1 2

Figura 4. Eletroforese (SDS-PAGE em meio redutor) do isolado proteico de soro de leite (IPS). Gel
de separacao 12%. (1) padrao de massa molecular; (2) isolado proteico de soro de leite (IPS).

37



Resultados e Discusséo

5.2. Obtencao dos hidrolisados e fracoes

Foram utilizadas neste estudo trés proteases de origens diferentes e com
diferentes perfis de agdo hidrolitica, uma vez que a agédo especifica de cada enzima
influencia a composicéo final dos produtos de hidrdlise, principalmente com relagdo ao
tamanho médio dos peptideos e exposicdo dos grupamentos laterais hidrofébicos

(HAQUE & MOZAFFAR, 1992).

A enzima alcalase é uma endopeptidase (SMYTH & FITZGERALD, 1998),
enquanto a flavourzyme é uma exopeptidase, (NCHIENZIA, MORAWICKI & GADANG,
2010). A pancreatina € um sistema enzimatico composto por enzimas com atividade tanto
de endo quanto de exopeptidase (YAMAMOTO, 1975). Essas diferengcas de
especificidade e agao hidrolitica podem influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas dos
hidrolisados (BERTRAND-HARB, BADAY, DALGALARRONDO et al, 2002), em seu
papel biologico (FITZGERALD & MEISEL, 1999) e na habilidade de seus peptideos em
quelar o ferro (KIM, SEO, KHAN et al., 2007b).

As curvas de hidrélise do IPS com as trés enzimas estao na Figura 5. A alcalase
apresentou maior atividade hidrolitica desde os primeiros minutos de hidrélise, tendo

atingido, apés 180 min, o maior GH, sendo seguida pela pancreatina e flavourzyme.

21

15 //;/.,J/-/*""’
12 / / —— alcalase
2 /S - —=— pancreatina

GH (%)

3 flavourzyme

(O
0

30 60 90 120 150 180

Tempo de hidrdlise (min)
Figura 5. Curvas de hidrélise do isolado proteico de soro de leite (IPS) com as enzimas alcalase
(pH = 8,0; E/S = 1%; 60 °C; 105 min), pancreatina (pH = 8,0; E/S = 4%; 40 °C; 180 min) e
flavourzyme (pH = 6,7; E/S = 4%; 55 °C; 180 min). E/S = relagdo enzima/substrato (m/m). Os
valores expressos no grafico sdo média de 3 hidrélises para cada enzima.
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Para obtencao dos hidrolisados, o tempo de hidrélise foi definido em 105 min para
a alcalase e 180 min para a pancreatina, tendo em vista a obtencdo de GH semelhante
para os hidrolisados. Contudo, com a enzima flavourzyme, o GH foi inferior ao obtido com
as outras duas enzimas, ndo havendo aumento expressivo do GH apds 60 min. Nessas
condicdes, com a alcalase, o GH atingido foi de 16,8% em 105 min, com a pancreatina
16,4% em 180 min e, com a flavourzyme, 9,1% em 180 min, indicando a menor atividade

hidrolitica desta ultima.

Os hidrolisados obtidos foram ultrafiltrados, a fim de se obterem fragdes de
diferentes faixas de MM (> 5 KDa e < 5 kDa) e avaliar as diferencas na capacidade

quelante de ferro dos peptideos de cada uma dessas fracdes.

5.3. Perfil aminoacidico

A Tabela 1 apresenta a composicdo de aminodcidos totais das fragdes dos
hidrolisados. De forma geral, as fracdes apresentaram composicdo aminoacidica
semelhante. Todas as fragbes apresentaram altos teores de acido aspartico e acido
glutamico (8,4-11,3 e 18,4-27,5 g/100 g proteina, respectivamente). De acordo com Lv et
al. (2009), proteinas com residuos de acido glutdmico, aspartico, serina e histidina podem
preferencialmente quelar o ferro, pois este se liga a grupos ricos em oxigénio, como o
grupo carboxil dos acidos aspartico e glutamico, e grupos ricos em nitrogénio, como o
anel imidazol da histidina (SILLEN & MARTELL, 1971). Esse fato faz da proteina de soro
de leite uma boa matéria-prima para obtencao de peptideos com capacidade quelante de
ferro, considerando-se que o processo de hidrdlise favorece a exposicao de grupamentos

desses aminoacidos para que se liguem ao mineral.

Embora a composicdo aminoacidica influencie na atividade quelante dos
peptideos, esta também depende de outros fatores, como estrutura do peptideo, efeitos
estéricos e MM (CARRASCO-CASTILLA, HERNANDEZ-ALVAREZ, JIMENEZ-MARTINEZ
etal., 2012).
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Tabela 1. Composicdo de aminodacidos totais das fracbes < 5 kDa e > 5 kDa dos
hidrolisados.

Aminoacidos totais (g/100 g de proteina)*

Aminoacido
HA<5 HP<5 HF<5 HA>5 HP>5 HF>5
Ac. Aspartico 10,27 10,59 8,43 11,31 10,59 10,97
Ac. Glutamico 19,66 19,35 27,49 18,87 18,41 2145
Serina 4,72 4,38 4,36 5,34 5,59 5,53
Glicina 1,56 1,50 1,40 1,55 1,79 1,71
Histidina 1,71 1,66 1,20 1,78 1,78 1,93
Arginina 1,84 2,01 1,77 2,21 2,17 2,19
Treonina 7,26 6,47 7,15 7,65 7,68 8,16
Alanina 4,76 4,50 4,96 3,87 4,21 4,24
Prolina 5,32 5,20 4,98 6,35 5,89 6,63
Tirosina 2,44 1,10 1,76 2,02 1,85 2,46
Valina 4,82 4,70 4,75 4,51 5,16 4,99
Metionina 3,08 3,03 3,00 3,20 3,56 3,05
Cistina 2,17 2,37 1,90 2,15 2,38 2,26
Isoleucina 5,00 5,42 6,28 4,94 4,59 4,76
Leucina 8,99 8,60 8,61 7,70 8,44 8,09
Fenilalanina 2,56 2,43 2,20 2,45 2,44 2,51
Lisina 7,33 7,51 6,08 7,30 6,74 7,56
Triptofano 1,63 1,68 1,25 1,55 1,69 1,36

HA: hidrolisado com alcalase; HP: hidrolisado com pancreatina; HF: hidrolisado com flavourzyme; < 5: fragéo
< 5kDa; > 5: fragdo > 5 kDa; * média de analise realizada em triplicata,

A Tabela 2 apresenta a composicdo de aminoacidos livres das fracées dos
hidrolisados. As fragbes < 5 kDa dos hidrolisados obtidos com as trés enzimas
apresentaram maior teor de aminoacidos livres que suas respectivas fragdes > 5 kDa. As

fracbes HP > 5 kDa e HF > 5 kDa também apresentaram teores expressivos de
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aminoacidos livres (8,5 e 15,1 g/100 g proteina, respectivamente), corroborando com a
hipotese de formacao de agregados na hidrélise seguida de ultrafiliracdo, descrita no item

5.4.

A amostra HF < 5 kDa apresentou o maior teor de aminodcidos livres (32,6 g/100g
proteina), o que esta de acordo com a especificidade dessa enzima, que apresenta maior
atividade de exopeptidases, gerando, além de peptideos, aminodacidos livres
(NCHIENZIA, MORAWICKI & GADANG, 2010). A alcalase, por outro lado, tem atividade
de endopeptidase (SMYTH & FITZGERALD, 1998), tendo gerado baixo teor de
aminoacidos livres nas fragdes HA < 5 kDa e HA > 5 kDa (1,6 e 1,2 g/100g proteina,
respectivamente). A fragdo HP < 5 kDa apresentou teor intermedidrio de aminoécidos
livres (8,49 g/100g proteina), pois 0 sistema enzimatico pancreatina apresenta tanto
endopeptidases como exopeptidases (YAMAMOTO, 1975), podendo liberar tanto

peptideos pequenos quanto amino&cidos livres, pela agdo conjunta de suas enzimas.

Os aminoacidos valina e leucina aparecem em maior concentracdo em todas as
fracdes, exceto para HP < 5 kDa e HF > 5 kDa, nas quais a lisina é o principal aminoacido

livre.
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Tabela 2. Composicdo de aminoacidos livres das fragdes < 5 kDa e > 5 kDa dos
hidrolisados.

Aminoacidos livres (g/100g de proteina)*

Aminoacido
HA<5 HP<5 HF<5 HA>5 HP>5 HF>5
Ac. Aspartico 0,01 0,17 1,21 0,01 0,24 0,10
Ac. Glutamico 0,05 0,13 1,09 0,04 0,22 0,16
Serina 0,01 0,20 1,51 0,01 0,37 0,12
Glicina 0,00 0,08 0,16 0,00 0,00 0,05
Histidina 0,01 0,17 0,32 0,01 0,09 0,10
Arginina 0,01 1,85 1,32 0,00 0,57 1,22
Treonina 0,02 0,27 1,62 0,01 0,37 0,15
Alanina 0,13 0,43 2,91 0,06 0,67 0,23
Prolina 0,03 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
Tirosina 0,08 2,36 1,82 0,27 0,50 1,43
Valina 0,39 3,52 7,49 0,19 1,82 2,26
Metionina 0,03 0,34 0,90 0,03 0,20 0,20
Cistina 0,31 0,32 0,00 0,22 0,00 0,15
Isoleucina 0,05 1,34 3,22 0,01 0,80 1,09
Leucina 0,28 3,53 4,82 0,17 1,17 2,22
Fenilalanina 0,13 1,75 1,47 0,07 0,35 1,05
Lisina 0,04 5,13 2,32 0,07 1,02 4,00
Triptofano 0,10 0,79 0,39 0,02 0,11 0,52
TOTAL 1,65 22,36 32,62 1,20 8,49 15,05

HA: hidrolisado com alcalase; HP: hidrolisado com pancreatina; HF: hidrolisado com flavourzyme; < 5: fragéo
< 5kDa; > 5: fragdo > 5 kDa; * média de analise realizada em triplicata.

Como o teor de aminodcidos livres foi diferente para as fragées dos hidrolisados
com as trés enzimas, foram refeitos os célculos de GH, corrigindo-os agora com a

subtracdo do teor dos aminoacidos livres (Zmeq de aminoacidos livres/g proteina). O GH
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corrigido desta forma foi utilizado para o calculo do comprimento médio dos peptideos nas

fragdes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de grupos amino livres (meq NH./g proteina), grau de hidrélise (GH),
Zmeq aminodcidos livres/ g proteina, GH corrigido e comprimento médio da cadeia
peptidica (CCP) das fragdes < 5 kDa e > 5 kDa dos hidrolisados.

Grupos amino livres , Zmeq aminoacidos GH corrigido .

Amostra GH (%) CCP
(meq NH/ g proteina)’ livres/ g proteina (%)®

HA<5 kDa 2,28+0,06° 21,4 0,12 20,0 5,0
HP<5 kDa 3,16+0,60" 29,7 1,92 9,5 10,5
HF<5 kDa 4,83+0,172 50,5 2,73 19,3 5,2
HA>5 kDa 1,69+0,03° 14,7 0,08 13,8 7,2
HP>5 kDa 2,3940,19° 22,5 0,72 14,4 6,9
HF>5 kDa 1,78+0,04° 15,7 1,33 0,6 166,7

HA: hidrolisado com alcalase; HP: hidrolisado com pancreatina; HF: hidrolisado com flavourzyme. Amostras
com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

'andlise realizada em triplicata; %determinado pelo método OPA,; *GH (%) corrigido: valor de grau de hidrolise
corrigido pela subtragcao do teor de aminoacidos livres (Xmeq de aminoacidos livres/g proteina); 4comprimento
médio da cadeia peptidica (nimero de residuos de aminoéacidos por peptideo) = 100/GH corrigido (%)

~meq NHy/g proteina: calculado com base no equivalente de NH, de cada aminodcido.

Dentre as fragbes < 5 kDa, a obtida do HF apresentou maior teor de grupos amino
livres, 4,83 meq NH./g proteina, seguida das amostras HP < 5 kDa e HA < 5 kDa. No
entanto, para HF < 5 kDa e HP < 5 kDa, de 50 a 60% dos grupos amino livres foram
provenientes dos aminoacidos livres, enquanto para HA < 5 kDa esta porcentagem foi de

apenas 5%, devido a esta enzima ter atividade apenas de endopeptidase.

Nas fracdes > 5 kDa, os peptideos de menor comprimento médio foram obtidos
com as enzimas alcalase e pancreatina, sendo o valor de GH corrigido nessas fracgdes,
cerca de 25 vezes maior do que o de HF > 5 kDa, o que esta de acordo com a atividade

de exopeptidase dessa enzima.
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5.4. Perfil eletroforético

Os perfis eletroforéticos (SDS-PAGE-Tricina) dos hidrolisados e suas fracbes > 5
kDa e < 5 kDa estao apresentados na Figura 6. O perfil eletroforético do IPS apresenta
bandas com aproximadamente 14 e 18 kDa, correspondentes as proteinas a-La e B-Lg,
respectivamente. Nos perfis dos hidrolisados HA e HP (Figura 6 - colunas 3 e 4,
respectivamente) observa-se o desaparecimento dessas bandas em relacdao ao IPS
integro, indicando que as proteinas a-La e B-Lg foram hidrolisadas e, consequentemente,

ocorreu 0 aparecimento de bandas de MM menor.

MM BE . S
(kDa)
26,6 - - 1
- -
17,0 -
14,4 :
6,5
1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15

Figura 6. Eletroforese (SDS-PAGE/Tricina em meio redutor) dos hidrolisados e suas respectivas
fragoes. Gel de separacdo 16% T, 3% C com 6 mol/L ureia. (1 e 12) padrao de massa molecular;
(2) isolado proteico de soro de leite (IPS); (3) hidrolisado com alcalase (HA); (4) hidrolisado com
pancreatina (HP); (5) hidrolisado com flavourzyme (HF); (6) HA > 5 kDa; (7) HP > 5 kDa; (8) HF > 5
kDa; (9) HA < 5 kDa; (10) HP < 5 kDa; (11) HF < 5 kDa; (13) enzima alcalase; (14) enzima
pancreatina; (15) enzima flavourzyme.

O perfil do hidrolisado HF (Figura 6 — coluna 5) mostra bandas intensas na regiao
de aproximadamente 6 a 19 kDa, abrangendo as proteinas a-La e B-Lg n&o hidrolisadas
e/ou produtos de hidrolise dessas e outras proteinas. O perfil indica que a flavourzyme
originou peptideos de MM maior do que as demais, o que esta de acordo com o0 menor
GH obtido com esta enzima (9,1%). O perfil das fragcdes > 5 kDa apresentou a maioria das

bandas coincidentes com o perfil dos seus respectivos hidrolisados. Algumas das bandas
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dos perfis dos hidrolisados sédo referentes as enzimas utilizadas na hidrolise, as quais
podem ser confirmadas nos perfis delas. A auséncia dessas bandas nas fracées < 5 kDa

sugere que as enzimas ficaram retidas na membrana de ultrafiltragao.

As fragbes < 5 kDa de todos os hidrolisados ndo apresentaram nenhuma banda,
embora quantidades crescentes dessas amostras tenham sido aplicadas no gel. Isso
pode ser devido a presenga apenas de peptideos pequenos (< 3 kDa) que podem néo ter
sido corados, por haver perda destes durante a fixacdo e/ou coloracdo do gel

(SCHAGGER & VON JAGOW, 1987; CLAEYS, DE SMET, BALCAEN et al., 2004).

O perfil eletroforético das fragbes > 5 kDa dos hidrolisados (retidas na
ultrafiltracdo) mostra a presenca de bandas na parte inferior do gel, sugerindo a presenca
de peptideos de MM inferior a 6,5 kDa. A presenca de peptideos com MM possivelmente
menor que o corte da membrana utilizada na separacdo pode ser explicada por interacoes
entre peptideos, promovendo a formagdo de agregados (DOUCET, GAUTHIER &
FOEGEDING, 2001) e, dessa forma, nao permitindo a passagem pela membrana. O pH
proximo ao neutro, utilizado nesta etapa, pode resultar em menor passagem de proteina
pela membrana se comparado ao pH ao redor de 3,0 (HUISMAN, PRADANOS &
HERNANDEZ, 2000). Em pH de 6,0 a 8,0, faixa de pH dos hidrolisados no processo de
ultrafiltragéo, a repulsdo eletrostatica € menor do que em pH 3,0, por exemplo, no qual a
presenca de cargas positivas em praticamente todos os grupos funcionais favorece a
repulsdo. (NOISEUX, GAUTHIER & TURGEON, 2002). Otte et al. (2000) observaram

formacgao de agregados na hidrélise de B-Lg, em pH 7,8.

5.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

As proteinas a-La e B-Lg isoladas foram utilizadas como padrbes e seus tempos
de retengdo (TR) foram 37,8 e 40,6 min, respectivamente. A Figura 7 apresenta o perfil

cromatografico (CLAE-FR) do IPS, obtido sob as mesmas condicdes dos padrdes. O perfil

45



Resultados e Discussao

mostra dois picos correspondentes as proteinas a-La e B-Lg, respectivamente,

identificadas pelos tempos de retengao, préximos aos obtidos para os padroes.

mAU 7
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Figura 7. Perfil cromatografico (CLAE-FR) do isolado proteico de soro de leite (IPS). Coluna Cyg
(4,6 mm x 250 mm; particula de 5 pm); fluxo de 1mL/min. (1) a-La (TR = 35,1 min); (2) B-Lg (TR =
37,9 min). TR = tempo de retencgéo.

10 20 30 40 50 min

Na Figura 8 estdao apresentados os cromatogramas dos hidrolisados com as
enzimas alcalase, pancreatina e flavourzyme e de suas respectivas fracdes <5 kDa e > 5
kDa, nos quais pode-se verificar a auséncia dos picos referentes as proteinas do IPS
(Figura 7), indicando a hidrolise destas em fragmentos menores. O tempo de eluicdo dos
peptideos varia conforme a polaridade da fase mével: os peptideos mais hidrofilicos sé&o
eluidos nos primeiros minutos, enquanto os peptideos menos hidrofilicos sao retidos por

mais tempo.

Observa-se a presenca de picos bastante hidrofilicos, com TR inferior a 20 min,
nas fracdes > 5 kDa, igualmente presentes nos perfis de seus respectivos hidrolisados, o
que sugere a existéncia de peptideos de baixa MM nessas fragdes, também observados

nos perfis eletroforéticos (Figura 6).
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Figura 8. Perfil cromatografico (CLAE-FR) dos hidrolisados com alcalase, pancreatina e flavourzyme e suas respectivas fracdes. (A)
alcalase, (B) pancreatina, (C) flavourzyme, (1) hidrolisados, (2) fragées < 5 kDa, (3) fragdes > 5 kDa. Condi¢des de analise: coluna Cig
(4,6 mm x 250 mm, particula 5 um); fluxo de 1 mL/min.
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O sistema enzimatico pancreatina originou maior numero de fragmentos com TR
inferior a 10 min e, portanto, mais hidrofilicos do que os obtidos com alcalase. O
hidrolisado com flavourzyme (Figura 8 C1) ndo apresentou completa solubilidade em
0,04% TFA, desse modo, o cromatograma obtido corresponde apenas a fracao
solubilizada. A fracdo HF > 5 kDa (Figura 8 C3) apresenta picos com TR superior a 30
min, ndo observados nos demais cromatogramas, indicando perfil menos hidrofilico em
comparagao as fracdes dos hidrolisados com alcalase e pancreatina. Possivelmente,
esses picos correspondam a fragmentos maiores e mais hidrofobicos liberados por essa
enzima. No perfil eletroforético dessa amostra (Figura 6 — coluna 8) também foram
observadas bandas intensas na regido de MM superior a maioria dos fragmentos

liberados pelas demais enzimas.

5.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (CLAE-EM)

A a-La (14,4 kDa) e a BSA (66 kDa) foram utilizadas como padrdes para avaliar a
distribuicdo de MM das amostras por cromatografia de exclusao molecular. A MM da BSA
(66 kDa) é superior a faixa de separagado da coluna (1-20 kDa) e, assim, o TR dessa
proteina, 5,7 min, representa o volume morto. O TR da a-La (14,4 kDa) foi 8,9 min. Os

cromatogramas dos hidrolisados e suas respectivas fragées encontram-se na Figura 9.

De forma geral, os hidrolisados e suas fragcdes > 5 kDa apresentaram picos
indicando maior MM aparente do que as apresentadas pelas fragbes < 5 kDa. As fragoes
< 5 kDa apresentaram picos de MM superior a 14,4 kDa, acima das MM reais obtidas por
eletroforese. Esses resultados sugerem que agregados com MM maior sao formados em
pH em torno do neutro, fazendo com que ocorra eluicdo conjunta de peptideos de
diferentes massas moleculares. Na eletroforese, a identificacdo de peptideos de menor
MM nas fragdes > 5 kDa foi possivel devido as condi¢gdes desnaturantes e redutoras,

obtendo-se, entdo, a MM real das cadeias peptidicas (SCHAGGER, 2006).
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Figura 9. Perfil cromatografico (CLAE-EM) dos hidrolisados com alcalase, pancreatina e flavourzyme e suas respectivas fragoes. (A)
alcalase, (B) pancreatina, (C) flavouzryme, (1) hidrolisados, (2) fragdes < 5 kDa, (3) fragcdes > 5 kDa. Condicdes de andlise: coluna
Protein-Pak ™ 60A (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 1 mL/min, FM: tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 6,8.
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5.7. Avaliacao do potencial de quelacao das fracoes dos hidrolisados

O pH utilizado na reacao de quelagao foi 7,0 pois a ligacao de coordenacao entre
peptideo e metal é favorecida quando grupos ionizaveis doadores de elétrons presentes
nos residuos de aminoacidos do peptideo ou proteina estdo parcial ou totalmente
desprotonados, ou seja, quando estdo em condicdo na qual o valor de pH é igual ou
superior ao do pKa dos grupos ionizaveis (PORATH, 1990). Dentre os principais sitios de
ligacdo com o ferro, destacam-se as cadeias laterais dos residuos de acido aspartico e
glutdmico, pK ¥-COOH acido glutdmico = 4,25; pK B-COOH acido aspartico = 3,86
(FARFAN, 1990), e em menor extensao as ligacdes peptidicas (CHAUD, 1ZUMI, NAHAAL
et al., 2002; HUANG, REN & JIANG, 2011). Outros autores utilizaram o mesmo pH em
estudos da capacidade quelante de ferro de peptideos (LEE & SONG, 2009; SUGIARTO,
YE & SINGH, 2009; HUANG, REN & JIANG, 2011; ZHOU, WANG, Al et al., 2012).

A Tabela 4 apresenta a porcentagem de ferro soluvel no sobrenadante apo6s a
reacdo de quelacdo (sobrenadante 1), em relacdo ao ferro inicialmente adicionado.
Ensaios controle sem adi¢do de FeCl, foram realizados nas mesmas condi¢des a fim de
observar o comportamento dos peptideos nas condicdes da analise. Dessa forma, foi
possivel avaliar a influéncia da presenca do ferro no comportamento dos peptideos em
solucdo. Para todos os hidrolisados utilizados tanto no ensaio controle sem FeCl, quanto
na reacao de quelacdo com ferro, foi observado que, em pH 7,0, n&o houve variacédo
(p<0,05) entre o teor de nitrogénio soluvel somente com hidrolisado (97,3-100%) e na

presenca de FeCl, (94,4-100%), em relacao ao inicialmente adicionado para a reacao.

Com as fragbes > 5 kDa dos hidrolisados obtiveram-se teores de ferro solivel em
pH 7,0 (58,3-70,6%) superiores aos obtidos com as fracées < 5 kDa (37,4-51,5%). A
fracdo HP > 5 kDa manteve o maior teor de ferro em solugao (70,6%). No ensaio controle
realizado apenas com FeCl,, o sobrenadante apresentou teor inferior a 0,5% em relagao
ao inicialmente presente em solucdo, comprovando a insolubilidade do sal em pH 7,0.

Considerando-se que os ions Fe?* se tornam insolGveis em pH superior a 3 a menos que
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estejam ligados a um composto soluvel (YU, HUANG & CHIOU, 2000), como parte do
ferro foi mantido em solugcdo nas analises com as amostras, sugere-se uma interacao
ferro-peptideo. Essa interagdo impede o metal de se ligar a 4gua, diminuindo assim a
formagao de hidroxidos féerricos e aumentando a solubilidade e biodisponibilidade do ferro

(ZHU, GLAHN, NELSON et al., 2009).

Tabela 4. Teor de ferro no sobrenadante das amostras ap6s reagédo de quelagédo em pH
7,0 e teor de ferro precipitado em pH 3,5.

% Fe sollivel em % Fe precipitado

Amostra

pH 7,0 em pH 3,52
HA < 5 kDa 37,4+1,0' 13,940,7'
HP <5 kDa 51,5+2,0° 39,940,7°
HF < 5 kDa 47 4+1,3° 18,240,3°
HA > 5 kDa 58,3%3,0° 45,1+0,6°
HP > 5 kDa 70,6%1,5% 65,3%0,72
HF > 5 kDa 66,1+0,9° 34,9+0,2¢

HA: hidrolisado com alcalase; HP: hidrolisado com pancreatina; HF: hidrolisado com flavourzyme. Amostras
com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05).

'em relagdo ao adicionado para reagdo de quelagao: 400 mg proteina e 10 mg Fe em 10 mL; média de 6
determinagdes; “determinado por diferenga: Fe precipitado em pH 3,5 = Fe sobrenandate 1 — Fe
sobrenadante 2; média de 6 determinagdes.

Para avaliar se o ferro solivel em pH 7,0 esta realmente complexado ou apenas
fracamente ligado aos peptideos, os sobrenadantes da reagdo de quelacao
(sobrenadante 1) foram ajustados para pH 3,5. Apos centrifugacdo, o ferro no
sobrenadante (sobrenadante 2) foi considerado livre e o ferro precipitado, considerado
quelado (CHAUD, IZUMI, NAHAAL et al., 2002). As fragdes > 5 kDa apresentaram maior
capacidade de reter o ferro em solucdo em pH 7,0 bem como maior teor de ferro

precipitado em pH 3,5.
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Dentre as fragbes > 5 kDa, a do hidrolisado com pancreatina (HP > 5 kDa)
apresentou o maior teor de ferro precipitado (65,3%) em pH 3,5, o que sugere, segundo
Chaud et al. (2002), que tenha maior interagcao com o ferro que estava em solugao. Chaud
et al. (2002), estudando complexo Fe*-peptideo de hidrolisado de caseina, observaram
precipitacao de cerca de 90% do ferro em pH 3,5 e total solubilidade em pH 7,0. Franzan
(2006) observou a precipitacdo de complexos Fe**-peptideo de hidrolisado de proteina de

soja do meio reacional, em pH abaixo de 5,0.

Os maiores teores de ferro soluvel em pH 7,0, 70,6%, e de ferro precipitado em pH
3,5, 65,3%, obtidos com a amostra HP > 5 kDa, indicam maior capacidade quelante desta
amostra em relagdo as demais. Dessa forma, essa amostra foi selecionada para a
continuidade do estudo. Analisou-se também a amostra HP < 5 kDa, a fim de avaliar as

fracdes com diferentes faixas de MM obtidas do hidrolisado com a mesma enzima.

5.8. Avaliacao da estabilidade do quelato as condi¢cGes gastricas

Os sobrenadantes liofilizados da reagdo de quelagdo (sobrenadante 1) das
amostras HP < 5 kDa e HP > 5 kDa foram submetidos a digestdo gastrica in vitro a fim de
se avaliar a estabilidade da ligacdo Fe?-peptideo as condicdes géastricas. Essa avaliacdo
foi baseada nas seguintes premissas: o ferro livre é insoluvel em pH 7,0 e, desse modo,
caso o pH estomacal associado a acado da pepsina promova o rompimento da ligacao
Fe**-peptideo ou, se o ferro estiver apenas fracamente ligado, o ferro liberado precipita
apos o ajuste de pH para 7,0. Dessa forma, o ferro foi determinado no digerido gastrico

apds a neutralizagao (pH 7,0).

Os teores de ferro nas amostras submetidas as condigcdes gastricas, com e sem

adicao de pepsina, bem como para 0s ensaios controle, sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Teor de ferro soluvel em pH 7,0 ap6s digestéao géstrica in vitro.

Teor de ferro soluvel (%)*

Ensaio
(em pH 7,0; apos digestao gastrica in vitro)

sem pepsina 1,5+0,6°
Controle Fe

com pepsina 9,9+1,8°

sem pepsina 59,0+3,3%
HP > 5 kDa

com pepsina 57,7+7.82

sem pepsina 43,048,7°
HP < 5 kDa

com pepsina 40,1+6,5°

HP: hidrolisado com pancreatina; amostras com letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

*em relagdo ao inicial adicionado para a realizagdo da digestdo: 50-60 pg Fe/mL para as amostras,
provenientes do sobrenadante 1 liofilizado, e 100 ug Fe/mL para o ensaio controle do ferro. Média de 6
determinagoes.

A baixa solubilidade do ferro, 1,5%, no ensaio controle realizado apenas com o
FeCl, sem adicdo de enzima, comprovou a sua insolubilidade em pH 7,0. Quando o
ensaio foi realizado com adigdo de pepsina, o teor de ferro soluvel em pH 7,0 aumentou
(9,9%), indicando solubilizac&o parcial do ferro, possivelmente pela interacdo do ferro com
grupos funcionais disponiveis na cadeia peptidica da enzima, de forma semelhante a que
ocorre com os peptideos dos hidrolisados. No entanto, quando a analise foi feita com as
fracdes do hidrolisado, observou-se capacidade desses peptideos em manter o ferro
soluvel em pH 7,0 de 4 a 6 vezes maior (40,1 a 59,0%). A acao foi igualmente efetiva com
ou sem a utilizacdo da pepsina. Esses resultados sugerem que a ligagao formada entre os

peptideos e o ferro na reacao de quelagéao € relativamente estavel as condigbes gastricas.

Porém, como apenas parte do ferro inicialmente solivel em pH 7,0 foi
ressolubilizado, sugere-se que as condicées gastricas podem ter favorecido a separacao
de ions Fe** fracamente ligados aos peptideos. Dessa forma, quando o pH foi elevado
para 7,0, o ferro tornou-se insoluvel, separando-se com a centrifugacao. Esse resultado

sugere que a permanéncia do ferro em solugcéo apés reacao de quelagcao (sobrenadante
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1) possa ser devida nao sé as ligagcoes coordenadas de peptideos com o metal, mas
também as ligacdes mais fracas que, apesar de manterem o ferro em solucdo, nao

caracterizam a formag&o de um quelato.

Dessa forma, a avaliacao da diferenca de solubilidade do ferro em pH 7,0, antes e
apos a simulagao da digestao gastrica, sugere que mais de 40% do ferro esta quelado, o
que diminui a formacdo de hidroxidos insoluveis e potencialmente eleva sua
biodisponibilidade (ZHU, GLAHN, NELSON et al, 2009). A protecdo do ferro pela
quelacdo é importante, pois o Fe® livre tem sido apontado na literatura como agente
causador de danos a mucosa gastrintestinal (SLIVKA, KANG & COHEN, 1986), e de
disturbios inflamatérios (LIH-BRODY, POWELL, COLLIER et al., 1996). A quelacao
também pode impedir a participacdo do ferro em reagdes pro-oxidantes, possivelmente
prevenindo os efeitos colaterais ocasionados pelo ferro livre, como azia, dor abdominal,
nausea e diarreia (MIMURA, BREGANO, DICHI et al., 2008). Além disso, a solubilidade
de complexos Fe-peptideo parece ser de grande importdncia para a absorcdo e
biodisponibilidade in vivo, tanto do mineral quanto dos peptideos (SANYAL, HIRSCH &
MOORE, 1992; SWAISGOOD, 1992).

5.9. Isolamento dos peptideos por coluna de afinidade IMAC-Fe®**

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC-Fe*) foi
utilizada para a separagcdo dos peptideos das fracbes HP < 5 kDa e HP > 5 kDa,
previamente selecionadas para prosseguir o estudo. Os cromatogramas dessas amostras

encontram-se na Figura 10.

Os peptideos eluidos no segundo pico, entre 70 e 90 min, sdo 0s que apresentam
capacidade quelante de ferro, pois ficaram retidos na coluna durante o equilibrio com
tampao acetato (pH 5,5). A amostra HP > 5 kDa apresentou pico mais intenso do que a

HP < 5 kDa, indicando maior concentracao de peptideos com capacidade ligante ao ferro.

54



Resultados e Discusséo

Lv et al. (2009) observaram que a fragdo de MM entre 10-30 kDa de hidrolisados de soja

apresentou maior capacidade de ligacao ao ferro em IMAC, em relacéo as de menor MM.

A eluicao se da quando a fase movel é alterada para solugao fosfato de sédio (LV,
LIU, BAO et al., 2009), capaz de liberar os peptideos retidos na coluna por apresentar

maior afinidade pelo sitio de ligagdo (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO, 2009).

[~

Peptideos com capacidade
quelante de ferro

||||||

Absorbancia a 280 nm

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Y
Equilibrio Eluigdo

Tempo de eluicao (min)

Figura 10. Perfil cromatografico (IMAC-Fe3+) das amostras HP > 5 KDa e HP < 5 kDa. (A) fracdo >
5 kDa do hidrolisado com pancreatina (HP > 5 kDa); (B) fracdo < 5 kDa do hidrolisado com
pancreatina (HP < 5 kDa). Condicbes de andlise: resina IDA-Sepharose 6B; fluxo de 1 mL/min;
monitoramento a 280 nm; equilibrio: tampao acetato de sédio 50 mmol/L pH 5,5 com 0,1 mol/L
NaCl / eluigao: solucao fosfato de sddio dibasico 20 mmol/L.

A analise foi realizada com monitoramento a 280 nm e, portanto, a intensidade dos
picos (Figura 10) pode ndo corresponder ao total de peptideos das amostras, pois nesse
comprimento de onda somente proteinas ou peptideos com residuos dos aminoacidos
aromaticos sdo detectaveis (STOSCHECK, 1990). Para avaliagdo do percentual de
peptideos com capacidade ligante ao ferro em cada amostra, foi feita a determinagéao do

teor proteico nas fragdes coletadas pelo método BCA.

A Tabela 6 apresenta a porcentagem de peptideos com e sem capacidade ligante,

calculada considerando-se como 100% a soma da massa de proteina em todas as
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fracdes coletadas. Embora a somatéria do teor de proteina nas fracées para cada
amostra tenha sido inferior a massa de proteina na corrida cromatografica, 100 mg (valor
obtido pelo método de Kjeldahl), os teores de proteina obtidos pelo método BCA (Tabela
6) indicam que a amostra HP > 5 kDa apresentou maior teor de peptideos com
capacidade quelante em relagdo a amostra HP < 5 kDa, resultado semelhante ao obtido
pela analise IMAC. O método BCA quantifica peptideos e proteinas em solugdo com no
minimo trés aminoacidos, isto é, duas ligacbes peptidicas (FONKWE & SINGH, 1996).
Portanto, dipeptideos e aminoacidos livres, possivelmente presentes nas amostras, nao
foram detectados por esse método, o que pode ter subestimado o teor de proteina real

das amostras.

Tabela 6. Teor de proteina nas fragdes coletadas em IMAC-Fe®".

I proteina fragoes’

Amostra
mg°* %°
Peptideos nao quelantes 12,06 38,0%
HP > 5 kDa
Peptideos quelantes 19,64 62,0%
Peptideos nao quelantes 14,52 66,1%
HP < 5 kDa

Peptideos quelantes 7,45 33,9%

HP: hidrolisado com pancreatina. Peptideos ndo quelantes: eluidos com tampao de equilibrio em IMAC
primeiro pico); peptideos quelantes: eluidos com tampao de eluicdo em IMAC (segundo pico).

determinado pelo método BCA; ’massa de proteina em relagdo a soma dos valores encontrados em todas as
fragdes eluidas da mesma amostra; *porcentagem de proteina em relagdo & massa total.

O resultado esta de acordo com o obtido na avaliacdo da capacidade quelante
pela reagdo com ferro, na qual a amostra HP > 5 kDa apresentou maior capacidade de

manter o ferro em solugéo, evidenciando uma maior interagdo com o metal.
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5.10. Sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massas

As fracbes com afinidade de ligagdo com o ferro, coletadas por IMAC (HPq > 5
kDa e HPq < 5 kDa) foram analisadas por espectrometria de massas para identificacéo
dos peptideos. A Tabela 7 apresenta os fragmentos identificados, bem como a proteina

precursora de cada fragmento e sua sequéncia completa.

Dos 34 fragmentos identificados, 28 s&o oriundos da estrutura da B-Lg; apenas 2
fragmentos da a-La e da BSA foram identificados em cada uma das amostras, sendo que

nenhum fragmento de BSA foi identificado na amostra HPq < 5 kDa.
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Tabela 7. Fragmentos identificados nas amostras HPq > 5 kDa e HPq < 5 kDa, proteinas
precursoras e sequéncia completa das mesmas.

Proteina precursora Sequéncia completa da proteina precursora

LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLEILLOQKWENDECAQKKIIAEKTKIPA
VFKIDALNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLVCQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEE

QCHI
Peptideos identificados
HPq > 5 kDa HPq < 5 kDa
N° Sequéncia m/z Carga N° Sequéncia m/z Carga
1 TPEVDDE 804,3 +1 1 TPEVDDE 804,3 +1
2 VEELKPTPE 521,3 +2 2 VEELKPTPE 521,3 +2
3 VEELKPT 408,2 +2 3 EVDDEALEK 524,2 +2
© 4 YVEELKPTPE 602,8 +2 4 PEVDDEALEK 572,7 +2
f= 5 TPEVDDEALEK 623,2 +2 5 TPEVDDEALEK 623,3 +2
S 6 VLDTDYK 427,2 +2 6 EELKPTPEGDLE 678,8 +2
'8 7 VRTPEVDDE 530,2 +2 7 TPEVDDEALEKF 696,8 +2
‘_g’ 8 VEELKPTPEGDLEI 784,9 +2 8 RTPEVDDEALEK 701,3 +2
o 9 EVDDEALEKFDK 719,3 +2
i 10 VEELKPTPEGDLE 728,3 +2
@ 11 TPEVDDEALEKFD 754,3 +2
12 PEVDDEALEKFDK 512,2 +3
13 VEELKPTPEGDLEI 784,8 +2
14 EELKPTPEGDLEIL 791,9 +2
15 YVEELKPTPEGDLE 809,9 +2
16 TPEVDDEALEKFDK 545,9 +3
17 VEELKPTPEGDLEIL 784.9 +2
18 VYVEELKPTPEGDLE 859,4 +2
19 YVEELKPTPEGDLEI 866,4 +2
20 YVEELKPTPEGDLEIL 9229 +2
© Sequéncia completa da proteina precursora
£ EQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTAFHTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSSNICNISC
:E; DKFLDDDLTDDIMCVKKILDKVGINYWLAHKALCSEKLDQWLCEKL
2 Peptideos identificados
3 HPq > 5 kDa HPq < 5 kDa
g N° Sequéncia m/z Carga N° Sequéncia m/z Carga
g 9 DDDLTDDI 921,4 +1 21 FLDDDLTDDIM 656,8 +2
10 CKDDQNPH 478,7 +2 22 KFLDDDLTDDIM 720,8 +2

Sequéncia completa da proteina precursora

DTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVA
SLRETYGDMADCCEKEQPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELL

YANKYNGVFQECCQAADKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTK
LVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICBBZBTISSKLKECKDPCLLEKSHCIAEVEKDAIPEDLPPLTADFAEDK
DVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYTSVFDKLKHLVDEPQNLIKZB
CBZFEKLGEYXXXALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVE

SKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVME
NFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Peptideos identificados

BSA (albumina de soro
bovina)

HPq > 5 kDa HPq < 5 kDa
N° Sequéncia m/z Carga N° Sequéncia m/z Carga
11 FKDLGEEH 487,7 +2 - - - -
12 KDDSPDLPK 507,7 +2 - - - -

HPq >: fragdo coletada em IMAC referente aos peptideos com capacidade quelante (segundo pico) da amostra > 5 kDa do hidrolisado com pancreatina; HPq <: fragcdo
coletada em IMAC referente aos peptideos com capacidade quelante (segundo pico) da amostra < 5 kDa do hidrolisado com pancreatina

Sequéncias destacadas em vermelho correspondem a peptideos da fragdo HPq > 5 kDa; em azul, fragdo HPq < 5 kDa; em roxo, peptideos identificados nas duas amostras.

A = Alanina; C = Cisteina; D = Acido Aspartico; E = Acido Glutamico; F = Fenilalanina; G = Glicina; H = Histidina; | = Isoleucina; K = Lisina; L = Leucina; M = Metionina; N =
Asparagina; P = Prolina; Q = Glutamina; R = Arginina; S = Serina; T = Treonina; V = Valina; W = Triptofano; Y = Tirosina

Os nimeros dos fragmentos estao relacionados com seus tempos de retengéo na Figura 11.
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Considerando todos os fragmentos identificados, verificou-se que apenas trés
regides da estrutura da B-Lg e duas regides da a-La foram formadoras das sequéncias
identificadas. A maioria dos fragmentos pertence as sequéncias YVEELKPTPEGDLEIL e
RTPEVDDEALEK da B-Lg e DDDLTDDI da a-La. Na estrutura da BSA, duas regides
distintas originaram os dois fragmentos identificados na fragdo HPq > 5 kDa, FKDLGEEH

e KDDSPDLPK.

Mais de 80% dos fragmentos identificados apresentaram acido aspartico (D) e
acido glutamico (E) e, em sua maioria, continham de 2 a 5 residuos na sequéncia. Todos
os fragmentos identificados continham ao menos um desses dois aminoacidos. Os grupos
carboxilicos estao entre os principais sitios de ligacdo com o ferro (CHAUD, IZUMI,
NAHAAL et al., 2002; SOVAGO & 0OSZ, 2006; LEE & SONG, 2009; HUANG, REN &

JIANG, 2011), o que corrobora com o resultado.

Salienta-se que em pH 5,5, utilizado na separagéo das fragcées por IMAC, residuos
de acido aspartico ou glutdmico apresentam maior capacidade de ligagcdo com o Fe** do
que residuos de histidina (RAMADAN & PORATH, 1985), que também tem importante
atividade na quelacao de ferro (SWAIN, TABATABAI & REDDY, 2002; HURRELL,
REDDY, JUILLERAT et al., 2006; STORCKSDIECK, BONSMANN & HURRELL, 2007; LV,
LIU, BAO et al., 2009). Em pH 5,5 os grupos ionizaveis dos aminoacidos acido aspartico e
glutamico, com pK 3,86 e 4,25, respectivamente (FARFAN, 1990), apresentam-se
desprotonados, o que favorece a ligagdo com o ferro (BRESOLIN, MIRANDA & BUENO,
2009). Ja o anel imizadol da histidina, com pK 6,0 (FARFAN, 1990), apresenta-se
protonado, sendo, portanto, favorecida a interagdo do ferro com acido aspartico e
glutamico, em relagdo ao grupo imidazol da histidina. Destaca-se também que os acidos
aspartico e glutdmico na matéria-prima tém concentracdo de 6 a 11 vezes superior a da

histidina, o0 que aumenta a probabilidade de interagéo do ferro com esses grupos.

Residuos de lisina (K) e leucina (L), que também podem estar envolvidos na

ligacdo com o ferro (REDDY & MAHONEY, 1995; CHAUD, IZUMI, NAHAAL et al., 2002;
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TORRES-FUENTES, ALAIZ & VIOQUE, 2012), estdo presentes em mais de 80% dos
fragmentos identificados. Os residuos dos aminodcidos prolina (P), treonina (T) e valina
(V) estao presentes em mais de 70% e os demais aminoacidos aparecem em menos de

30%.

Como os fragmentos identificados sao provenientes da hidrélise das proteinas do
soro de leite com o sistema enzimatico pancreatina, foi possivel observar algumas
clivagens caracteristicas das enzimas nos fragmentos identificados: lisina ou arginina no
grupo C-terminal do peptideo ou a esquerda da clivagem que originou o grupo N-terminal
do mesmo, caracteristica da enzima ftripsina; presenca dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina ou histidina nas extremidades dos fragmentos, caracteristica da
enzima quimotripsina; grupos aromaticos préximos a clivagens em grupos carboxilicos
livres, caracteristica da enzima carboxipeptidase A. Vale ressaltar que a a¢do de algumas
enzimas pode ocorrer na dependéncia de uma clivagem anterior, realizada por outra
enzima, sendo, portanto, inviavel avaliar os grupos N- e C-terminal de cada peptideo

considerando-se cada enzima do sistema enzimatico isoladamente.

Para cada fragmento identificado foi gerado um valor de score, parametro que
depende de diversos fatores, tais como o estado de carga do peptideo bem como o
tamanho do banco de dados que esta sendo usado para a busca. Quanto maior for o
valor obtido, menor é a probabilidade de que esse resultado seja fruto de uma
coincidéncia (CANTU, CARRILHO, WULFF et al., 2008). O software Mascot fornece para
cada busca submetida um valor limite (dependendo das condicbes usadas para a busca)
a partir do qual o valor obtido indica que a determinagao possui probabilidade inferior a
5% de ser um evento randémico (PERKINS, PAPPIN, CREASY et al., 1999). A Figura 11
apresenta os cromatogramas das duas amostras analisadas e as linhas verticais
tracejadas representam os TR dos fragmentos identificados com score suficientemente

alto para serem considerados validos.
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Figura 11. Cromatogramas (CLAE-FR acoplado a espectrometria de massas) das amostras HPq >
5 kDa e HPqg < 5 kDa. Cromatogramas apresentados em BPI (Base Peak Intensity). (A) HPq > 5
KDa: fracao coletada em IMAC referente aos peptideos com capacidade quelante da amostra > 5
kDa do hidrolisado com pancreatina; (B) HPq < 5 KDa: fragdo coletada em IMAC referente aos
peptideos com capacidade quelante da amostra < 5 kDa do hidrolisado com pancreatina. Os
nameros correspondem aos fragmentos identificados (Tabela 7), em seus respectivos tempos de
retencao.

Os fragmentos identificados concentram-se até o 30° minuto de corrida, e é
possivel observar picos com TR que nao correspondem a nenhum dos fragmentos
identificados. Por meio da varredura nos espectros MS das amostras, observando a
distancia entre os picos, pode-se determinar o numero de cargas (FENN, MANN, MENG

et al., 1989). As cargas nos fragmentos sdao dadas em funcao do grupo N-terminal, o qual
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confere uma carga a todo peptideo, e de residuos de aminoacidos basicos, 0s quais
reduzem a razdo m/z. A andlise realizada abrangeu a faixa de razao m/z de 100 a 2000
Da. Dessa forma, peptideos com massa superior a 2000 Da s6 sao identificados se

apresentarem residuos basicos em sua sequéncia.

Contudo, o aumento da massa molecular e aumento do numero de cargas
resultam em um aumento do numero de combinagbes de massa e carga possiveis para o
oligbmero, que levam a um congestionamento e sobreposicao de picos muito proximos na
escala m/z a ser resolvido pelo analisador (FENN, MANN, MENG et al., 1989). Disso
resulta uma diminuicdo da resolucdo efetiva, dificultando assim a identificacdo dos
fragmentos. Os resultados para as amostras HPq < 5 kDa e HPq > 5 kDa mostraram
nesta Ultima grande quantidade de fragmentos ndo identificados, com mais de trés
cargas. Possivelmente devido aos fatores supracitados, foram identificados mais

fragmentos na amostra HPq < 5 kDa em relagdo a amostra HPq > 5 kDa.

Recentemente, um grande esforco tem sido feito para caracterizar grandes
polipeptideos por espectrometria de massas. Porém, enquanto a separagado e deteccao
desses peptideos sao factiveis, sua identificacdo permanece mais desafiadora para
peptideos bioativos como horménios, neuropeptideos ou simplesmente polipeptideos
bioativos produzidos por hidrolise de uma determinada enzima (PANCHAUD, AFFOLTER
& KUSSMANN, 2012). A identificacdo dos peptideos de maior MM na amostra HPq > 5
kDa, nao realizada neste estudo poderia contribuir para compreender a diferenga de

afinidade ao ferro entre as duas amostras analisadas.

Alguns dos peptideos identificados podem apresentar, além de capacidade
quelante de ferro, capacidade antioxidante, pois cerca de 30% possuem residuo do
aminoacido hidrofdbico valina na posicdo N-terminal, e prolina (75%), tirosina (14%) ou
metionina (7%) em sua sequéncia, caracteristicas comuns a maioria dos peptideos
antioxidantes (UCHIDA & KAWAKISHI, 1992; CHEN, MURAMOTO & YAMAUCHI, 1995;
ELIAS, KELLERBY & DECKER, 2008). Analise in silico dos peptideos identificados, feita
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utilizando-se o banco de dados do software BIOPEP (Olsztyn, Pol6nia), mostrou que
alguns fragmentos desses peptideos possuem atividade antioxidante comprovada, como
YVEEL (PIHLANTO, 2006), identificado na B-Lg, e EL (SUETSUNA, UKEDA & OCHI,
2000), KD (SUETSUNA, 1999), LKP, LK, LP (HUANG, MAJUMDER & WU, 2010), e VY
(CHENG, CHEN & XIONG, 2010), identificados em proteinas de outras fontes. O
processo de digestdo pode promover a liberagdo dessas sequéncias, as quais podem

exercer atividade antioxidante no organismo.

Os peptideos com propriedade de quelar o ferro identificados podem também
exercer uma acao antioxidante indireta, por impedir o efeito pré-oxidante do ferro livre.
Isso porque metais de transicdo como o ferro, quando livres, catalisam a geragcao de
espécies reativas de oxigénio, incluindo radical hidroxila (-OH) e radical superéxido (O2-),
levando a oxidacao de lipideos insaturados e promovendo danos oxidativos em diferentes
niveis (SAIGA, TANABE & NISHIMURA, 2003). J& o mineral quelado possui forma
quimica inerte e, portanto, € mais estavel e menos sujeito a interacbes (MIQUEL &

FARRE, 2007).

Para o melhor esclarecimento sobre por qué residuos de determinados
aminoacidos podem promover o aumento da biodisponibilidade do ferro, mais estudos in

vitro e in vivo sao necessarios, a fim de confirmar os resultados reportados neste trabalho.
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Conclusao

6. CONCLUSAO

A enzima pancreatina originou peptideos com maior afinidade ao ferro em relagao
as demais enzimas, sendo que a fragéo retida em membrana de corte de 5 kDa, fragéo
HP > 5 kDa, manteve maior teor de ferro soluvel em pH 7,0 e maior precipitacdo de ferro

em pH 3,5, sugerindo maior interacao entre Fe-peptideos.

O quelato formado entre ferro e peptideos da fracdo maior que 5 kDa do
hidrolisado com pancreatina mostrou ser relativamente estavel as condi¢gées gastricas. A
quelacéo torna o ferro menos reativo, podendo estar associada a uma reducéo dos efeitos
colaterais provocados pelo Fe?* livre na mucosa gastrintestinal, além de potencialmente

prevenir o efeito pré-oxidante do metal.

No sequenciamento dos peptideos das fracbes que apresentaram maior
capacidade quelante, mais de 80% dos peptideos apresentaram residuos de Asp e Glu,
principais sitios de ligagdo ao ferro citados pela literatura. Alguns peptideos identificados
apresentaram fragmentos com capacidade antioxidante; porém, todos eles podem exercer

essa fungéo de forma indireta, pois impedem o ferro de catalisar rea¢des pré-oxidantes.

Para aprofundar os conhecimentos em relagdo a estrutura e estabilidade do
quelato Fe-peptideo, mais estudos sdao necessarios. Porém, os resultados reportados no
presente trabalho sugerem que a hidrélise do IPS com pancreatina pode promover a
formagédo de peptideos com alta capacidade quelante de ferro. A quelagao do ferro por
esses peptideos pode apresentar potencial aplicacdo para fortificagdo de alimentos, no

intuito de elevar a biodisponibilidade do ferro e reduzir seus efeitos pro-oxidantes.
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