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. Apresentacdo e Justificativa

O leite € um material no qual diversas pesquisas tém-se debrucado para
investigar seus efeitos na salde humana em geral (MARSHALL, 2004; SUN et al., 2012).
Em geral, as proteinas do leite sdo divididas em dois grupos: o grupo de caseinas, que
compode 80% da massa proteica e de whey, que compde os restantes 20%. O whey
protein (ou somente whey) € uma mistura das proteinas beta-lactoglobulina (ausente

no leite humano), alfa-lactoalbumina (ALA) e imunoglobulinas.

Acidos graxos livres, tomam parte em diversos processos fisiolégicos do corpo
humano (COPPACK; JENSEN; MILES, 1994). De acordo com (COSTANZI; NEUMANN;
GERSHENGORN, 2008), os dcidos graxos ddo energia — a partir de reacdes de
oxirreducdo — aos diversos processos do metabolismo e sdo substdncias essenciais na
constituicdo das células, gldndulas e hormonios. Estudos sobre um complexo proteico-
lipidico entre a ALA e com dcido oleico mostram atividade anticGncer em uma
diversidade de células cancerigenas (HO et al., 2013; PERMYAKOV et al., 2011;
RAMMER et al., 2010; RATH et al., 2018, 2014; TOLIN et al., 2010; XIAO et al., 2013). Dito
isso, & de interesse estudar estas sinteses a partir do whey protein que € uma mistura
de proteinas e investigar se este composto apresenta alguma atividade anticéncer.
Além disso, esta pesquisa buscou investigar a mesma atividade com o sal do dcido
oleico, o oleato de sédio que j&@ mostrou atividade anticGncer em células
cancerigenas (LISKOVA et al., 2011).

Portanto, esta € uma pesquisa na drea de Ciéncias Exatas e da Terrq,
com énfase na bioquimica que busca estudar a potencial sinergia entre a ALA e
oleato de sédio e buscar caracterizd-los a partir do uso de técnicas conhecidas na
drea. A drea no qual essa pesquisa se debruca que é a investigacdo sobre novas
metodologias de tratamento de cdncer que sejam menos invasivas e que pode
resultar na consolidacdo deste composto em um medicamento a ser usado em larga
escala, pois é premente o uso de técnicas que proporcionem melhor qualidade de
vida ds pessoas acometidas por essa doenca, cujo nUmero cresce cada vez mais
(BRAY et al., 2018).
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Além disso, as técnicas aprendidas no decorrer desta pesquisa ajudam

a formar um pesquisador responsdvel e qualificado que poderd posteriormente dirigir
uma pesquisa por conta proépria e ainda fornece uma base sobre o que é fazer
ciéncia, ao pensar numa comunidade cientifica que se constréi com cada vez mais

rigor.

De acordo com vdrios estudos citoquimicos, hd alguma evidéncia para a
possivel atividade anticarcinogénica do leite humano, e dois complexos proteico-
lipidicos formados pela alfa-lactoloumina (humana e bovina) e dcido oleico,
denominados HAMLET e BAMLET (FISCHER et al., 2004; HAKANSSON et al., 1995; PUTHIA
et al, 2014). H& outros estudos que apontam para a mesma atividade
anficarcinogénica para complexos enfre alfa-lactoalbumina (ALA) e o sal orgdnico
do dcido oleico, o oleato de sédio (DELGADO et al., 2015; XIAO et al., 2013). Para as
sinteses, adaptou-se as metodologias de Boyer (2000) e de Nadeem, Svanborg e Ho
(2019).

.  Objefivos

lIl.I Objetivo geral:

Desenvolver compostos quimicos, complexos moleculares com potenciais atividades

bioldgicas nos seres vivos, principalmente atividades anticGncer e antimicrobiana.

lIl.Il Objetivos especificos:

. Sintetizar complexos a partir do whey protein comercial com oleato de sddio;
. Sintetizar complexos a partir da lactoalbuminag;
. Caracterizar guimicamente os complexos formados usando HPLC-DAD e FTIR.

ll.  Metodologia

Os complexos foram sintetizados utilizando o whey protein isolado adquirido
comercialmente da Vitafor®, por apresentar um grau de pureza adequado as

andlises.
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Sintese do complexo whey comercial-dcido oleico

O complexo de whey protein comercial com dcido oleico (AO) foi sintetizado

utilizando 11 pL de &cido oleico (3,5 mM) e 0,49 g de whey protein. Colocou-se em um
tubo falcon contendo 10 mL de tampdo fosfato-salino (ou PBS com pH =7,18), o whey
protein isolado e o AO. A mistura foi levada ao vértex por 10 minutos. Por fim, o
complexo foi posto em um frasco de peniciina e desidratada utilizando um
dessecador de alimentos por 48 horas a temperatura de 60° C e em seguida
armazenada em um dessecador d vacuo para minimizar o contato com umidade e

oxigénio.

Sintese do complexo whey comercial-oleato de sdédio

O complexo de whey protein com oleato de sddio foi sintetizado utilizando
0.0106 g de oleato de sédio (3,5 mM) e 0,49 g (700 uM) de whey protein isolado. Esses
reagentes foram adicionados a um fubo falcon contendo 10 mL de PBS (pH =7,18). A
mistura foilevada ao vértex por 10 minutos. Finalmente, as misturas foram desidratadas
ufilizando um dessecador de alimentos a uma temperatura de 60° C por cerca de 48
horas e em seguida armazenada em um dessecador & vAcuo para minimizar o

contato com umidade e oxigénio.

Espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR em modo de refletGncia total atenuada (ATR) das
amostras foram registrados em um equipamento AGILENT CARY 630 na faixa de 650
cm-1 a 4000 cm-1 com resolucdo de 2 cm-1. O equipamento encontra-se disponivel
na UNIFESSPA (Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pard) - Campus Marabd, no
Laboratério de Andlise Quimica. Os espectros de infravermelho das amostras foram

obtidos por insercdo de cada amostras diretamente no cristal do aparelho FTIR.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos

Utilizou-se o cromatdgrafo liquido da Shimadzu 20AT, coluna Shim-pack VP-

ODS C18 nas dimensdes de 150 L x 4,6 e um detector de arranjo de diodos (DAD). A

fase moével constitui-se em dois solventes, sendo o metanol o solvente B (grau de

pureza HPLC, = 99,9%) e dgua deionizada MicroQ, (18,7 uS), acidificada com dcido
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acético 1%, sendo o solvente A. As primeiras andlises foram executadas no modo

isocrdtico, com 95% de B por 30 minutos com 30 pL da solucdo-trabalho. O detector
no modo varredura de 220 a 780 nm, composto por uma ldmpada de tungsténio e de
deutério (D2W). A solugcdo-trabalho, cuja concentracdo foi de 1 mg/mL, era

composta de 10 mg do complexo e 5 mL de metanol.

V. Resultados

Andlise por FTIR

O perfil de absorcdo do whey protein ufilizado tem perfil distinfo do whey
protfein obtido do leite bovino. Isto deve-se principalmente ao seu teor de pureza ser
maior do que o0s oulros, ou seja, ele possui majoritariamente a ALA em sua
composicdo, sem interferentes de outras substéncias como lipidios e outras proteinas
presentes no whey bovino. Os estiramentos entre 1500 e 1600 cm-1, comprovam a
presenca das a-hélices presentes na ALA em duas bandas bem proeminentes (FANG;
DALGLEISH, 1998), que ndo se expressam nos complexos com este whey. Os
complexos do whey comercial possuem também um perfil similar entre si. Isso indica
gue os residuos, ou cromdforos dos dcidos graxos estdo invisiveis, o que pode indicar

um alto grau de complexacdo da ALA com o dcido graxo e oleato de sédio.

Andlise por HPLC-DAD

Os complexos analisados via HPLC-DAD foram o BAMLET desnatado com
oleato de sdédio e o whey comercial complexado com oleato de sddio. Os
cromatogramas obtidos ndo foram satisfatérios em caracterizar a presenca de oleato
de sédio. Foram feitos pelos menos cinco injecdes de 30 UL do primeiro complexo e

que ndo resultaram em uma caracterizacdo adequada.
V. Consideracdoes Finais

O desenvolvimento deste trabalho levou a sintese e caracterizacdo dos
complexos entre whey protein isolado e dcido oleico e oleato de sédio. As referidas
sinteses foram realizadas com éxito como demonstradas pelos espectros de
infravermelho, cuja técnica mostrou-se mais vidvel na caracterizacdo dos complexos,
em comparacdo ao emprego do HPLC que ndo retornou resultados satisfatérios.
Comparadas a oufras terapias em desenvolvimento, esses complexos oferecem
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vantagens Unicas que as destacam como uma alternativa promissora para o

fratfamento e desenvolvimento de linhas de pesquisa para o combate ao cdncer.
Além disso, esta pesquisa debrucou-se em métodos mais simples e baratos de todas
as suas sinteses, o que pode futuramente, ser explorado para a fabricacdo dos

complexos em larga escala.
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