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RESUMO

Neste trabalho de Dissertagcdo, buscou-se avaliar as metaloproteinas presentes em amostras
de colostro, leite de transi¢do e leite maduro humanos. Utilizando-se técnicas cldssicas da
protedmica - eletroforese bidimensional, espectrometria de massas e bioinformética - e uma
técnica cldssica de determinagcdo de metais — a absor¢do atdmica — foi possivel identificar e
avaliar a ligacdo de calcio, ferro e zinco a algumas proteinas do leite materno. Essa nova area de
estudo, denominada metaloprotedmica, procura compreender o papel dos fons metdlicos em
sistemas bioldgicos, mais especificamente o seu papel em relacdo as proteinas. Trés grupos de
proteinas foram identificados: soroalbumina, IgA secretdria (sIgA) e B-caseina. Encontrou-se
calcio e ferro ligados a sIgA, célcio e zinco ligados a soroalbumina, e calcio, ferro e zinco
ligados a B-caseina. As peculiaridades dessas interagdes sdao discutidas no texto. Além disso,
analisou-se as mudancas na expressdao dessas proteinas do decorrer da lactagdo com base nas
imagens dos géis de poliacrilamida. A sIgA esteve presente em maiores concentracdes no

colostro, a B-caseina foi mais expressa no leite de transicdo e maduro e nao houve alteracdo na

expressao da soroalbumina.



ABSTRACT

At this present work, the goal was to evaluate metalloproteins in samples of human
colostrum, transitional milk and mature milk. Making use of classical techniques of proteomics —
two-dimensional electrophoresis, mass spectrometry and bioinformatic tools — and a classic
technique of metal detrmination — atomic absorption — it was possible to identify and evaluate
the binding of calcium, iron and zinc to some human milk proteins. This new area of study,
named metalloproteomics, seeks the understanding of the role of metal ions in biological
systems, mostly proteins. Three groups of proteins were identified: serum albumin, secretory IgA
(sIgA) and B-casein. It was found calcium and iron bound to sIgA, calcium and zinc bound to
serum albumin and calcium, iron and zinc bound to B-casein. The specialties of these interactions
are discussed in the text. Besides, the changes in these proteins expressions, based in gel
analysis, were evaluated. sIgA presented higher concentrations in colostrum, B-casein in

transitional and mature milk, and serum albumin presented no alterations.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

O leite é um fluido secretado por todos os mamiferos e € produzido para atender as
exigéncias nutricionais, defensivas e fisiolégicas dos recém-nascidos. E uma solucdo aquosa de
lactose, sais organicos e inorganicos, € numerosos compostos em niveis residuais, no qual estiao
dispersos particulas coloidais de trés faixas de tamanho: proteinas do soro dissolvidas em nivel
molecular, caseinas dispersas em grandes agregados (micelas), e lipidios emulsionados como
grandes glébulos (FOX, 2008).

O leite materno fornece todos os nutrientes, vitaminas e minerais de que o recém-nascido
precisa para o seu crescimento nos seis primeiros meses, € nenhum outro liquido ou alimento é
necessario. Além disso, o leite materno possui, em sua composi¢cdo, anticorpos da mae que
ajudam a combater doencas. S6 o ato de amamentar estimula sozinho o crescimento apropriado
da boca e mandibula, e a secrecdo de hormonios para a digestdo e saciedade (UNICEF, 2012).
Uma nutricao adequada durante a infancia é essencial para garantir que as criangas atinjam todo
o seu potencial em relagdo ao crescimento, saide e desenvolvimento (WHO, 2008).

O aleitamento cria uma conexdo especial entre mae e filho, e essa interacdo tem
repercussdes positivas na vida da crianca em termos de estimulacdo, comportamento, fala,
sensacdo de bem-estar e seguranca, e interacdo da crianga com outras pessoas. Ele também
diminui o risco de condi¢des crdnicas que possam surgir posteriormente, como obesidade,
colesterol alto, pressao alta, diabetes, asma e leucemias. Estudos também tém demonstrado que
criancas que foram alimentadas com leite materno se saem melhor em testes de inteligéncia e
comportamento quando comparadas aquelas que foram alimentadas com férmulas infantis
(UNICEEF, 2012).

Para a mae, o aleitamento materno apresenta beneficios a curto e longo prazo. O risco de
hemorragia pés-parto pode ser reduzido se o aleitamento comeca imediatamente apds o parto, e
ha evidéncias de que o risco de cincer de mama e de ovario é menor entre as mulheres que
amamentaram. Quando o aleitamento € exclusivo, o retorno da fertilidade pode ser atrasado e a
perda de peso acelerada. Estudos também demonstraram uma associagdo entre a interrupg¢ao
precoce do aleitamento e depressao pos-parto em maes (UNICEF, 2012; WHO, 2008).

E consenso entre pesquisadores a fundamental importincia dos minerais como
componentes estruturais e funcionais dos seres vivos, como, por exemplo, no aspecto estrutural o
cobre, selénio e o zinco presente nas metalotioneinas e, no aspecto funcional, o papel catalisador
que esses fons exercem nos sistemas enzimdticos. Os fons metdlicos ligados as proteinas e

metaloproteinas representam uma grande por¢do do numero total de proteinas. Estima-se que
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aproximadamente 40% de todas as proteinas e enzimas requerem a presenca de um fon metélico
para realizar alguma atividade biolégica (HARAGUSHI, 2004). Atualmente, o desenvolvimento
de metodologias analiticas que permitam uma avaliacdo segura das metaloproteinas e/ou
proteinas ligadas a metais presentes em fluidos bioldgicos e em tecidos dos seres vivos é de
fundamental importancia, principalmente em relagdo aos chamados micronutrientes metdlicos, os
quais apresentam faixa de essencialidade e toxicidade muito préximas e que sdo transportados
em nivel celular por diferentes proteinas. Devido ao importante papel que essas biomoléculas
exercem sobre as atividades bioldgicas dos seres vivos, novas dreas cientificas, denominadas
metalomica e metaloprotedmica, foram propostas recentemente e permitiram a integracdao de
estudos tradicionalmente analiticos com estudos inorginicos e bioquimicos (HARAGUSHI,
2004; GARCIA et al., 2006).

Nesse contexto, o estudo da metaloprotedmica do leite materno podera fornecer
informagdes valiosas sobre como um fon metalico estd distribuido e coordenado as proteinas in
vivo, como também da concentra¢do individual da espécie metdlica, contribuindo, assim, na
elucidacdo dos aspectos fisiologicos e funcionais das biomoléculas presentes em amostras de

leite materno em diferentes estagios de lactacdo.

1.1 Fases da Lactacao

O colostro, produgdo lactea do primeiro ao sexto-dia pés-parto, € um fluido acumulado
nas células alveolares nos tltimos meses de gravidez e secretado nos primeiros dias pés-parto. E
produzido em pequenas quantidades, aproximadamente de 40 a 50 mL no primeiro dia, mas € do
que o recém-nascido normalmente precisa. O colostro € rico em glébulos brancos e anticorpos,
especialmente IgA secretoéria (sIgA), e contém uma porcentagem maior de proteinas, minerais e
vitaminas lipossoliveis (A, E e K) do que leites posteriores (Tabela 1). Uma de suas principais
funcdes € promover imunidade ao recém-nascido no momento em que ele € exposto aos
microrganismos presentes no meio-ambiente (WHO, 2008; ANVISA, 2008; URUAKPA, 2002).

O leite comeca a ser produzido em quantidades maiores alguns dias apds o parto. No
terceiro dia, o recém-nascido toma aproximadamente de 300 a 400mL e, no quinto dia, de 500 a
800mL de leite. Do sétimo ao décimo-quarto dia apds o parto, o leite é chamado de “leite de
transicdo”, e é aquele produzido no periodo intermedidrio entre o colostro e o leite maduro.
Embora se considere como um “periodo de transi¢cao”, poucos nutrientes atingem o décimo-
quarto dia com seus valores definitivos. O processo de transi¢do perdura, na verdade, por todo o

primeiro més de lactacdo, mas convencionou-se definir como leite maduro aquele produzido
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posteriormente ao décimo-quinto dia pés-parto (WHO, 2008; ANVISA, 2008; LAURINDO et
al., 1992).

A concentragdo dos nutrientes cai notavelmente no decorrer do primeiro més de lactagao
e geralmente estabiliza apds esse periodo. Essa alteracdo reflete as mudangas nas necessidades

do recém-nascido, que tem a taxa de crescimento reduzida com o passar do tempo e também

melhora a capacidade de digerir e absorver os nutrientes (DONANGELO E TRUGO, 2003).

1.2 Composicao Nutricional do Leite Materno

O leite materno contém todos os nutrientes de que o recém-nascido precisa nos primeiros
seis meses de vida, incluindo gordura, carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais e agua. E
facilmente digerido e eficientemente utilizado. Também contém fatores bioativos que ajudam na
digestdo e absor¢do de nutrientes e a desenvolver o sistema imune imaturo do recém-nascido,

promovendo protecao contra agentes infecciosos (WHO, 2008).

1.2.1 Carboidratos

A lactose € o principal carboidrato do leite materno e, depois da dgua, € o constituinte que
estd presente em maior quantidade no leite (70g/L). Outros carboidratos, presentes em
porcentagens minimas, sao representados pela glicose, galactose, oligossacarideos e
glicoproteinas (LAURINDO et al., 1992; DONANGELO E TRUGO, 2003).

A lactose ¢ um dos componentes mais estaveis do leite materno, com variacoes refletindo
principalmente a heterogeneidade dos individuos. Os niveis no leite aumentam levemente
durante os primeiros dias pds-parto, mas permanecem estaveis no leite maduro (DONANGELO
E TRUGO, 2003).

As altas concentragdes de lactose no leite materno sdo importantes para o organismo do
recém-nascido, pois seu produto metabdlico, a galactose, entra na constituicdo dos
galactolipideos integrantes do sistema nervoso central. A lactose ainda exerce acao facilitadora
sobre a absorc¢ao de calcio, fésforo, magnésio e manganés. Quanto a atividade anti-infecciosa na
mucosa intestinal, a lactose age em conjunto com o fator bifido para promover o crescimento do
Lactobacillus bifidus, levando a queda do pH local e tornando o ambiente impréprio para o
crescimento de bactérias patogénicas (LAURINDO et al., 1992; DONANGELO E TRUGO,
2003).



Tabela 1: Composi¢ao do colostro e leite maduro (RIORDAN, 2005)

Constituinte Colostro  Leite Constituinte Colostro  Leite
(em 100mL) (las maduro (em 100mL) (las maduro
dias) >30 dias dias) >30 dias

Energia, kcal 58 70 Vitamina D, ug - 0,04

Lactose, g 5,3 7.3 Vitamina E, pg 1280 315

Nitrogénio 360 171 Vitaminas

total, mg Hidrossoliveis
Nitrogénio 313 129 Tiamina, ug 15 16
protéico, mg Riboflavina, pug 25 35
Nitrogénio 47 42 Niacina, pg 75 200
ndo-protéico, Acido félico, pg - 5,2

mg Vitamina B6, ug 12 28

Proteina total, g 2.3 0,9 Vitamina B12, ng 200 26
Caseina, mg 140 187 Vitamina C, mg 4.4 4.0
o- 218 161 Minerais e elementos-

Lactoalbumina, traco

mg Cilcio, mg 23 28
Lactoferrina, 330 167 Sédio, MG 48 15

mg Potéssio, mg 74 58
IgA, mg 364 142 Ferro, ug 45 40

Uréia, mg 10 30 Zinco, ug 540 166

Creatina, mg - 3,3

Gordura total, g 2,9 4,2

Colesterol, mg 27 16

Vitaminas

lipossoldveis

Vitamina A, ug 89 47

Beta-caroteno, ug 112 23

1.2.2 Lipidios

Os lipidios (3-5%) sao responsdveis por aproximadamente 50% do contetido energético do
leite. Ocorrem como glébulos, de 1 a 10um, dispersos na fase aquosa do leite. Esses globulos sdao
constituidos de um nicleo central, contendo principalmente triacilglicerdis, e sdo revestidos com
fosfolipideos, proteinas, enzimas, etc., formando uma camada frouxa denominada membrana de
glébulos lipidicos do leite (Milk fat globule membrane - MFGM). A MFGM atua como barreira

protetora, impedindo que os glébulos floculem e se fundam, bem como protege contra acao

enzimatica (WHO, 2008; JENSEN et al., 1995).



Os lipidios s@o os constituintes mais varidveis do leite materno. A gordura total aumenta
durante a lactacdo (Tabela 1) e pode decrescer com infeccdes e desnutricdo da mae. Também
varia de acordo com a dieta materna e composicao corpérea (DONANGELO E TRUGO, 2003).

Os triacilglicer6is representam ao menos 98% da composi¢ao lipidica do leite, seguido de
fosfolipidios (0,7%), colesterol (0,5%) e pequenas quantidades de 4dcidos graxos livres e mono- e
diacilglicer6is (DOANANGELO E TRUGO, 2003; JENSEN et al., 1995).

A gordura do leite é uma fonte extraordindria de energia, nutrientes lipossoliveis e lipidios
bioativos. Atua no transporte de micronutrientes como vitaminas lipossoliveis e tém

propriedades imunossupressoras, anti-inflamatdrias e antimicrobianas (CASADO et al., 2009).

1.2.3 Proteinas

Durante o primeiro més de lactacdo, o teor de proteinas do leite materno decresce
rapidamente e declina muito mais lentamente apds esse periodo. Elas podem ser agrupadas em 3
grandes grupos: mucinas, caseinas e proteinas do soro (LONNERDAL, 2003).

As proteinas presentes em maiores quantidades no soro sdo as imunoglobulinas, a a-
lactoalbumina, a lactoferrina, a soroalbumina e a lactoperoxidase. A caseina consiste de varias
subunidades (o, p e k-caseinas) e forma micelas com Ca’ e PO43' (LONNERDAL E FORSUM,
1985)

As mucinas envolvem os glébulos de lipidios na MFGM. Contribuem somente com uma
pequena porcentagem da quantidade total das proteinas do leite e a sua concentracdo nao muda
durante a lactacao (LONNERDAL, 2003).

Os teores de caseina e das proteinas do soro, por outro lado, mudam drasticamente no inicio
da lactacdo; a concentracdo das proteinas do soro € bastante alta, principalmente devido a IgA
secretoria e lactoferrina, enquanto a caseina € praticamente indetectdvel nos primeiros dias.
Subsequentemente, a sintese de caseina na glandula mamadria e a sua concentracdo no leite
aumentam, enquanto a concentracdo das proteinas do soro diminui, 0 que ocorre parcialmente
devido ao maior volume de leite que passa a ser produzido. Como consequéncia, ndo ha uma
propor¢ao “fixa” de proteinas do soro em relacdo a caseina; ela varia durante a lactagcdo, de
aproximadamente 80:20, no inicio, para 50:50 no final. Como a composi¢do de aminodcidos
dessas duas classes de proteinas é diferente, o teor de aminodcidos no leite humano também
varia durante o periodo de lactacio (LONNERDAL, 2003; LONNERDAL E ATKINSON,
1989).



As proteinas do leite materno sio uma importante fonte de aminodcidos para o recém-
nascido. Também promovem a digestdo e absorcdo de outros nutrientes, como 0S minerais,
melhorando a sua biodisponibilidade. Proporcionam defesa contra agentes infecciosos,
aprimoramento da fun¢do imunoldgica e desenvolvimento e maturagdao do intestino (CASADO

et al., 2009).

1.2.4 Minerais

Os elementos essenciais presentes no leite sdo classificados em macroelementos — célcio,
cloro, foésforo, magnésio, potdssio e sddio —, que estdo em maiores quantidades, e
microelementos ou elementos-traco — cobre, cromio, ferro, flior, manganés, selénio, zinco, etc.,
que sdo encontrados em baixa concentracdo e sao essenciais aos processos bioldgicos. No geral,
a quantidade dos minerais constituintes do leite materno nao tem relacdo com a dieta da mae ou
com os niveis sanguineos maternos. Uma exce¢do é o selénio, que reflete a dieta e status
materno, assim como diferencas geograficas. A fase de lactacdo afeta o nivel de todos os
minerais do leite, com as mudangas mais rdpidas ocorrendo nos primeiros dias pds-parto
(DONANGELO E FRUGO, 2003; SANTOS, 2009).

O processo de formacdo dos ossos do recém-nascido demanda uma grande quantidade de
calcio. Ele também € essencial para a integridade de membranas, coagulacdo sanguinea € na
contragdo muscular. A sua concentragdo aumenta no decorrer das primeiras semanas de lactagao
e alcanca aproximadamente 280mg/L no leite maduro. Uma parte significante do célcio é
associada com a fracdo lipidica. Na fracdo aquosa, estd presente em compostos de baixa massa
molar ou associado a proteinas do soro. Participa também da formacao das micelas das caseinas
(BATES E PRENTICE, 1994).

A maior demanda por ferro no corpo humano vem da hemoglobina, mas ele tem funcgdes
estruturais e cataliticas em muitas outras proteinas e/ou compartimentos celulares,
principalmente na mioglobina e mitocondria. O leite materno contém menos ferro do que outros
alimentos, mas a sua absorcdo e biodisponibilidade sdo altas. A lactoferrina, uma proteina do
soro que se liga ao ferro com alta afinidade, é apontada como a responsavel por esse fenomeno.
A concentracdo total de ferro € maior nos primeiros dias pds-parto, decrescendo durante o
primeiro més de lactacdo e mantendo-se mais estavel nos periodos seguintes. O nivel de ferro no
leite materno ndo € afetado pela sua quantidade no corpo da mde ou por qualquer tipo de

suplementagdo (WHO, 2008; DONANGELO E TRUGO, 2003; BATES E PRENTICE, 1994).
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Zinco é o mineral que estd presente em maior quantidade nas células. Tem um papel
fundamental na func@o de mais de 300 classes de enzimas, na estabilizacdo da dupla hélice do
DNA, no controle da expressdo génica, entre outros. De todos os minerais que se ligam a
proteinas, o zinco € o mais abundante (SHI E CHANCE, 2010).

A sua concentra¢do no leite materno ndo € afetada nem por fatores ambientais (consumo de
zinco com origem em ‘“‘alimentos naturais” ou em suplementos, interagdo com outros nutrientes,
cigarro e contraceptivos orais), nem por fatores constitucionais (parto prematuro, nimero de
filhos, gravidez na adolescéncia, ma nutricdo, infec¢des e diabetes). A fase de lactagdo € a tnica
varidvel associada com mudangas importantes na concentra¢do de zinco. Nos primeiros dias pos-
parto, a concentracdo cai acentuadamente, passando para uma queda gradual durante as seis
semanas seguintes e alcangando niveis estdveis no terceiro més. A maior parte do zinco no leite
materno esta associada a lactoferrina, soroalbumina e a substincias de baixa massa molar, como
citrato e picolinato. A biodisponibilidade do zinco no leite materno € alta, e é usado de forma
bastante eficiente pelos recém-nascidos. Apesar de as férmulas infantis conterem trés vezes mais
zinco do que o leite, as criancas que sao alimentadas com leite materno mantém niveis mais altos
de zinco no plasma do que aqueles que sdo alimentados com a férmula infantil (DONANGELO

E TRUGO, 2003; BATES E PRENTICE, 1994; LONNERDAL et al., 1992).

1.2.5 Vitaminas

Todas as vitaminas nutricionalmente essenciais sdo encontradas no leite materno. Elas estdo
presentes em quantidades normalmente suficientes para o recém-nascido, a menos que a mae
seja deficiente. A exce¢do € a vitamina D, pois a crianga precisa de exposi¢do a luz solar para
produzi-la endogenamente (WHO, 2008; DONANGELO E TRUGO, 2003).

As vitaminas hidrossoliveis do leite materno sdo um grupo diversificado de compostos
organicos de baixa massa molar que atuam no metabolismo intermedidrio. Consistem de acido
ascorbico (vitamina C), tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacina, piridoxina
(vitamina B6), dcido fdlico, pantotenato (vitamina BS5), biotina e vitamina B12. As vitaminas
hidrossoliveis, como a vitamina B12, s3o ligadas a proteinas do soro especificas
(DONANGELO E TRUGO, 2003; PICCIANO, 1995).

Vitaminas lipossoliveis estdo presentes no nucleo dos glébulos de lipidio (vitamina A,
vitamina K) ou ligadas a membranas ou a proteinas especificas (vitamina E, vitamina D). Atuam

como antioxidantes (vitamina E), na formacdo de ossos e dentes (vitamina D), na visdo,



reproducdo e manutencdo da estrutura epitelial (vitamina A) e na coagulacdo sanguinea
(vitamina K). As concentracdes de vitaminas lipossoliveis diminuem significativamente ao
longo das primeiras semanas de lactacdo (Tabela 1) (DONANGELO, 2003; BATES E
PRENTICE, 1994; CANFIELD et al., 1995; LAMMI-KEEFE, 1995).

1.3 Proteomica

O termo proteoma refere-se as proteinas expressas por um genoma em um dado momento.
Enquanto o genoma proporciona somente informacdo estatica, o proteoma fornece uma visao
geral da maquinaria da célula (MANSO et al., 2005).

Uma andlise abrangente em alta-escala das proteinas € o objetivo da ciéncia do proteoma, a
protedmica. Sua drea de atuacdo € ampla; ela engloba a identificac@o e quantificacio de proteinas
nas células, tecidos e fluidos bioldgicos; andlise de mudancas na expressao normal das proteinas
versus a expressdao em células doentes; caracterizacdo de modificacdes pos-traducionais; estudos
de interagdes proteina-proteina; e outras aplicagdes (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003).

Embora o conceito de andlise global de proteinas tenha sido proposto ha 30 anos, a pesquisa
em protedOmica sé iniciou realmente na metade dos anos 90, que aconteceu devido ao
desenvolvimento concomitante de trés dreas: eletroforese bidimensional (2D-PAGE);
espectrometria de massas para a andlise de proteinas separadas por 2D-PAGE com alta
sensibilidade e especificidade; e pesquisa em alta-escala do genoma, que produziu um grande
nimero de sequéncias que foram catalogadas em vérios bancos de dados. A eletroforese
bidimensional, espectrometria de massas e a bioinformaética sdo ferramentas-chave para o estudo
do proteoma (MANSO et al., 2005).

O leite de todos os mamiferos € dominado por somente algumas proteinas que estdao
presentes em grande quantidade, entre as quais estdo: caseinas, imunoglobulinas, -
lactoalbumina, lactoferrina e soroalbumina. Apesar disso, o proteoma do leite é extremamente
complexo. Uma grande parte dessa complexidade é consequéncia das numerosas modificagcdes
pos-traducionais e variantes genéticos dessa limitada lista de proteinas. Outra parte € devido as
muitas proteinas presentes em baixas concentracdes que requerem alguma forma de
enriquecimento para serem vistas (O’DONNELLA, 2004).

Desafios importantes para o uso da protedmica dizem respeito a elucidacdo de diferentes
variantes genéticos, mudancas no grau de fosforilagdo ou glicosilagdo e a localizagdo de
modificagdes pés-traducionais (MANSO et al., 2005). Além da 2D-PAGE e da espectrometria de

massas, outras técnicas sdo usadas na busca pela elucidac@o dos itens citados. Chianese et al.
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(1992) e Mamone et al. (2003) usaram immunoblotting e eletroforese em gel de poliacrilamida
para estudar a heterogeneidade das caseinas, enquanto Moreno et al. (2000) usaram FPLC (Fast
Performance Liquid Chromatography) e HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
para estudar o grau de glicosilagdo e fosforilacao da caseina ovina.

O leite também contém um nimero considerdvel de proteinas que estdo presentes em
baixas concentragdes e que também podem ser estudadas com o uso de técnicas da protedmica.
Apesar de sua baixa concentracdo, essas proteinas frequentemente t€m uma significancia
bioldgica crucial, atuando como proteinas regulatdrias, proteinas de transducdo de sinal,
receptores e enzimas. Sa0o raramente vistas em mapas tradicionais de 2D-PAGE, ou porque a
elevada quantidade das proteinas “principais” impede a sua deteccdo, ou devido a uma
solubilizacdo incompleta durante o processo de extracdo. A detec¢do dessas proteinas, na
maioria das vezes, exige a remog¢do daquelas que sao abundantes e/ou o uso de imunodetec¢io
especifica (MANSO et al., 2005). Murakami et al. (1998) usaram imuno-absorventes para
remover o-lactoalbumina, lactoferrina e IgA secretdria do colostro e leite maduro humano. As
proteinas de “baixa abundancia” foram separadas por 2D-PAGE e microsequenciadas. Dentre as
proteinas identificadas estavam a f2-microglobulina, proteina ligante de 4cido-graxo, clusterina,

transferrina, etc.

1.4 Metaloproteomica

A quimica dos fons metélicos tem desempenhado um papel fundamental na evolucdo da
bioquimica. Alguns elementos-traco sdo conhecidos por serem essenciais (Fe, Cu, Co, Mo, Zn)
ou benéficos (V, Cr, Ni, Se, B) para o crescimento de plantas e saide e nutricio humana. Outros
(Cd, Hg, Pb) sao potencialmente téxicos e mecanismos homeostiticos sdo requeridos para
regular o seu nivel intracelular (LOBINSKI et al., 2006).

Como um organismo, além da transcricdo e traducdo, deve assimilar apropriadamente os
metais necessdrios para funcionar, a quimica de uma célula ndo deve ser caracterizada somente
pelo seu genoma e proteoma, mas também pela distribuicdo dos metais e metaldides existentes
entre as diferentes espécies e compartimentos celulares - o metaloma. Essa distribuicao refere-se
a totalidade de espécies metdlicas individuais em uma célula, englobando os elementos
inorganicos (livres e complexados) e o conjunto de seus complexos com biomoléculas,
especialmente com proteinas, que é o metaloproteoma (SZPUNAR, 2004).

O campo de pesquisa que estuda os metalomas e suas correlagdes com genomas e proteomas

€ referido como metalomica. A metaldbmica tem como objetivos a verificacdo da distribui¢do das
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espécies metdlicas e metaldides, bem como a elucidacdo dos aspectos fisiologicos e funcionais
das biomoléculas que contém fons metdlicos em suas estruturas, tais como as metaloproteinas e
as proteinas ligadas a metais. O estudo de metaloma pode fornecer informagdes tais como: (i)
elemento (espécie metédlica ou metaldide) distribuido entre os compartimentos celulares de
determinado tipo de célula; (ii) seu meio de coordenacdo (a qual biomolécula estd incorporado
ou a qual bioligante estd complexado); (iii) as concentracdes das espécies metdlicas individuais
presentes; e (iv) a estrutura da biomolécula (MOUNICOU et al., 2009; GOMEZ-ARIZ et al.,
2004; SZPUNAR, 2005).

Uma metaloproteina é definida como uma proteina cuja fun¢do € conferida por um metal.
Essa funcdo pode ser conferida através da estabilizacdo da estrutura tercidria ou quaterndria da
proteina, da necessidade da presenca do metal para atividade catalitica, reacdes redox em
oxidoredutases, etc. A confirmacdo de uma proteina como metaloproteina e a identificacdo do
metal intrinseco podem, juntamente com anélise por bioinformdtica da sua sequéncia, fornecer
pistas importantes da sua fungio e estrutura do sitio ativo (MOUNICOU, 2009; GOMEZ-ARIZ
et al., 2004; SZPUNAR, 2005; SHI E CHANCE, 2011).

As metaloproteinas sao consideradas diferentes das proteinas ligadas a metais. Elas
constituem um grupo de proteinas que contém um cofator metalico incorporado por meio de
ligacOes especificas, caracterizando-se pela alta afinidade da interacdo metal-proteina. Ja as
proteinas ligadas a metais constituem um grupo de proteinas em que os ions metalicos sdo
incorporados por ligacdes ndo-especificas, caracterizando-se pela baixa afinidade da ligacdo
metal-proteina e, consequentemente, pela quebra facil dessa ligacdo. Fracamente ligados as
proteinas estdo os fons monovalentes como o sodio e potdssio. De intensidade moderada,
magnésio e cdlcio. Dentre os metais que apresentam forte ligacdo as proteinas estdo, mais
freqiientemente, os metais de transicdo, como ferro, cobre, zinco, manganés, molibdénio e
cobalto, que devido as suas propriedades (densidade, pequeno raio atdmico e interagdo via
eletromagnética e forcas eletrostdticas), estdo ligados a maioria das metaloproteinas (SILVA,

2009).

1.5 Técnicas

A metaloprotedmica € definida como a caracterizacdo funcional e estrutural das
metaloproteinas em uma escala gendmica. Técnicas importantes frequentemente empregadas na
metaloprotedmica incluem ferramentas cldssicas da protedmica, como espectrometria de massas

e 2D-PAGE, cromatografia de afinidade, bioinformadtica para andlise de sequéncias e modelagem
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por homologia, espectroscopia de absor¢do de raios-X e outras ferramentas baseadas em radiacao
sincrotron (SHI E CHANCE, 2008).

A combinagdo dessas técnicas fornece uma abordagem poderosa para o entendimento da
funcdo das metaloproteinas. Vantagens dessa abordagem incluem o isolamento de proteinas de
uma célula ou tecido nativo; potenciais desvantagens sdo a perda potencial de metal nativo e
dificuldades em gerar quantidades suficientes da proteina de interesse para andlise de alta relacao

sinal-ruido (SHI E CHANCE, 2008).

1.5.1 Eletroforese bidimensional

A 2D-PAGE (eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida) € uma poderosa técnica
de separacdo que permite a resolucdo simultdnea de centenas de proteinas. Essa alta resolucio
decorre do fato de que a primeira e segunda dimensdo sdo baseadas em duas caracteristicas
independentes das proteinas — ponto isoelétrico e massa molar -, 0 que permite uma separacao
eficiente de proteinas com massas molares e pontos isoelétricos similares (BERANOVA-
GIORGIANNI, 2003; O'DONNELLA et al., 2004).

A primeira dimensdo € a focalizacdo isoelétrica (IEF). Nela, as proteinas sdo separadas de
acordo com o seu ponto isoelétrico em fitas contendo géis com um gradiente de pH. As faixas de
pH utilizadas podem ser lineares ou ndo lineares, “amplas” (ex: 3-10), “médias” (ex: 4-7)
“estreitas” (ex: 4,5-5,5) e “ultra-estreitas” (ex: 4,9-5,3). As faixas amplas de pH permitem uma
visao geral das proteinas expressas, mas elas ndo proporcionam a resolucdo espacial necessaria
para uma separacdo eficiente das proteinas em um proteoma complexo. Pode ocorrer uma co-
migracdo e sobreposicdo das proteinas com propriedades eletroforéticas similares, o que dificulta
a sua detec¢do, quantificacdo e identificacdo. Uma solugdo para esse problema envolve o uso de
gradientes de pH mais “estreitos” (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003; ONG E PANDLEY,
2001).

Na segunda dimensao, que tipicamente € a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), as proteinas sdo separadas com base na sua massa molar. Cada
ponto (spot) visualizado no gel pode ser considerado como uma coordenada ortogonal de uma
proteina que migrou especificamente em fun¢do de seu ponto isoelétrico (eixo X) € sua massa
MOLECULAR (eixo y) (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003; LABORATORIO DE
PROTEOMICA — UNIFESP, 2012; GORG et al., 2004).

Para se aproveitar da alta resolucdo da 2D-PAGE, as proteinas da amostra devem ser

desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas para promover a ruptura das interagcdes
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moleculares e garantir que cada spot represente um polipeptideo individual. Em se tratando de
simplicidade e reprodutibilidade, seria altamente desejdvel que o processo de extragdo das
proteinas tivesse uma Unica etapa, mas nao ha um método unico de preparo de amostras que
possa ser aplicado universalmente a todos os tipos de amostras analisadas por 2D-PAGE.
Embora um grande nimero de protocolos-padrdo tenha sido publicado, eles tém que ser
adaptados para cada tipo de amostra e para a proteina de interesse. Duas recomendacdes gerais,
entretanto, podem ser feitas: o preparo deve ser o mais simples possivel e modificagdes na
proteina devem ser evitadas. Para isso, enzimas proteoliticas devem ser inativadas, amostras
contendo uréia ndo devem ser aquecidas, etc (GORG et al., 2004).

A comparagdo em larga-escala das diferencas nas expressdes das proteinas nao seria possivel
sem a capacidade de se manipular grandes conjuntos de dados gerados por multiplas corridas
eletroforéticas e, por isso, a andlise das imagens dos géis por um software é fundamental. Desta
maneira, proteinas podem ser quantificadas e os spots em multiplos géis podem ser combinados
e comparados. Andlise estatistica pode ser feita em grupos de spots em conjuntos de géis, e
variacdes, diferengas e similaridades podem ser avaliadas (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003;
ONG, 2001).

A 2D-PAGE foi por muitos anos, e ainda €, um dos métodos mais populares de separacao
de proteinas. Os estudos protedmicos de leite materno aproveitam do seu alto poder de resolucao
para a identificac@o de centenas de proteinas por gel e isoformas. Fortunato et al. (2003)
caracterizaram mais de 100 proteinas de membrana no colostro previamente separadas com fitas
de 18cm tanto em faixa de pH de 3 a 10 quanto de 4 a 7. Em outro estudo, conduzido por Poth et
al., foi possivel identificar, através de 2D-PAGE e MALDI-TOF-MS, 5 fosfoformas da -caseina

e 8 fosfoformas da os;-caseina, o que mostra o alto poder de resolugdo da 2D-PAGE.

1.5.2 Espectrometria de massas

Proteinas fracionadas por 2D-PAGE podem ser identificadas com base em caracteristicas
Unicas que sao medidas por um espectrometro de massas.

O principio bésico da espectrometria de massas (MS) é gerar fons de compostos inorganicos
ou organicos por qualquer método apropriado, para separé-los pela sua razdo massa-carga (m/z) e
detectd-los qualitativa e quantitativamente pela sua m/z e abundancia. E uma ferramenta analitica
indispensdvel em quimica, bioquimica, farmacia, medicina e muitos campos relacionados da
ciéncia. E usada para andlise de bibliotecas combindveis, células, seqiienciamento de

biomoléculas, etc. A elucidacdo da estrutura de substancias desconhecidas, a andlise de analitos
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forenses e ambientais, o controle de qualidade de remédios, alimentos e polimeros: todos
dependem fortemente da espectrometria de massas (GROSS, 2011).
O espectrometro de massas € composto de trés sistemas basicos: uma fonte de ionizagdo, um

analisador de massas e um sistema de deteccao (Figura 1).
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Figura 1: Componentes basicos de um espectrdmetro de massas. A fonte de ionizagdo, o analisador de
massas e o detector sdo operados sob alto vicuo. A introdugdo da amostra pode ser feita a pressdo
atmosférica ou a vicuo, e sistemas mais novos t€m softwares “acoplados” usados para coletar e processar

dados do detector (GROSS, 2011).

Na fonte de ionizacdo, as amostras sdo ionizadas antes da andlise. Algumas técnicas sdo
muito energéticas e causam fragmentacdo extensiva. Outras sdo mais brandas e somente
produzem ions das espécies moleculares. O advento de técnicas de ioniza¢do mais brandas, como
Ionizagdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI) e Ionizagdo por Electrospray
(ESI), possibilitaram a expansdo da espectrometria de massas para os campos de biologia e
ciéncias biomédicas, e atualmente sdo os métodos mais empregados (HOFFMAN E
STROOBANT, 2007; GROSS, 2011).

ESI € uma técnica de ionizacdo branda que realiza a transferéncia de ions da solu¢do para a
fase gasosa. Esta técnica é extremamente util para a anélise de moléculas grandes, ndo-voldteis e
que podem adquirir carga, como proteinas e acidos nucleicos. Na ESI, a solucdo € composta de
um solvente volatil contendo o analito idGnico em concentragdes bastante baixas, tipicamente de
10° a 10* mol/L. Além disso, a transferéncia de ions da fase condensada até a fase gasosa
comega a pressao atmosférica e gradualmente prossegue para o alto viacuo do analisador de
massas. Essa suavidade na ionizag¢do faz com que a ESI seja considerado “as asas dos elefantes
moleculares” (GROSS, 2011). Como esta técnica ioniza moléculas diretamente da solucdo, é
facilmente acoplédvel a técnicas de cromatografia liquida como HPLC, pHPLC e eletroforese

capilar (KLITZKE, 2012; GUERRERA E KLEINER, 2005).
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1.5.3 Espectrometria de absorcao atomica

A espectrometria de absor¢cao atdomica (AAS) € uma técnica em que dtomos gasosos livres
absorvem radiacdo eletromagnética em um comprimento de onda especifico, produzindo um
sinal correspondente mensurdavel que € proporcional a concentragdo dos dtomos livres presentes
no caminho 6ptico (IVANOVA, 2005).

Um espectrometro de absorcdo atdmica consiste de:

1) uma fonte de radiacdo (Iampada de catodo oco), que emite o espectro do elemento a ser

analisado;

2) um sistema de atomizacdo, no qual os 4tomos livres do analito sao formados;

3) um monocromador, que € usado para dispersar os varios comprimentos de onda emitidos

pela fonte de radiacdo e selecionar o feixe de interesse; e
4) um detector, que mede a intensidade da radiacdo e amplifica o sinal resultante
(MARSHAL, 1997).

Dentre os métodos mais comuns de atomizagdo na espectrometria de absor¢ao atdmica, estd
a atomizacdo por chama (FAAS). Em um atomizador de chama, uma solucdo de amostra é
nebulizada por um fluxo de oxidante gasoso, misturada com um combustivel gasoso, e levada a
chama onde ocorre a atomizagdo. Ha uma série de processos que ocorrem durante a atomizagao,
exemplificados na Figura 2. Primeiro a solugdo € transformada, por um nebulizador, em névoa,
que vai para a chama. Na chama ocorre a evaporagcao do solvente e formacdo de particulas
solidas muito pequenas, que sofrem vaporizacdo com dissociagdo em seus 4&tomos componentes
que, inicialmente, estardo em seu estado fundamental. Alguns d&tomos podem ser excitados pelo
calor da chama, resultando em espectros de emissdo. Outros absorvem energia da lampada de
catodo oco, que € a fonte de radiagdo externa que emite o espectro do elemento a ser analisado.
A diferencga da energia emitida pela lampada e a que chega até o detector € usada para calcular a
quantidade de energia que foi absorvida, sendo possivel, a partir da absorbancia medida, calcular
a concentracdo do elemento de interesse na solucao (SKOOG ET AL., 2002; BASSET et al.,
1981).
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Figura 2: Processos que ocorrem durante a atomizacdo por chama (BASSET et al., 1981).

A andlise de amostras bioldgicas pode trazer alguns problemas. Como o analito pode estar
presente em diferentes estados de oxidag¢do, combinado com diferentes anions ou ligados a
proteinas ou outros ligantes organicos, a porcdo organica da amostra pode causar grandes
interferéncias da matriz durante o processo de detec¢do. Para minimizar essas interferéncias, um
procedimento comumente realizado € a digestdo/mineralizacdo umida da porcdo organica da
amostra com 4cidos fortes em bloco digestor ou forno de microondas (MARSHAL, 1997). Os
principais dcidos utilizados sdo 4cido cloridrico, 4cido nitrico, dcido perclérico, além de peréxido
de hidrogénio e Agua Régia (mistura de dcido cloridrico e 4cido nitrico).

Em um trabalho conduzido por Silvestre et al. (1999), determinou-se cobre, ferro e zinco em
colostro, leite de transi¢ao e leite maduro humanos de 30, 60 e 90 dias através de FAAS com
mineralizacdo das amostras em microondas. As quantidades de cdlcio, ferro e zinco estavam nas
faixas reportadas por outros autores e apresentaram um decaimento gradual durante o periodo de

lactacao.

2. OBJETIVOS

- Fracionamento por 2D-PAGE das proteinas de leite materno em amostras de colostro, leite de
transicao e leite maduro.

-Identificag@o das proteinas por nano-LC-ESI/MS/MS apos o seu fracionamento.

-Avaliacdo das mudancgas de expressao das proteinas identificadas de acordo com a fase de

lactacao.
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-Determinagdo qualitativa de célcio, ferro e zinco ligados as proteinas por FAAS nas amostras de

colostro, leite de transicdo e leite maduro.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos e Acessorios

e Agitador por efeito Voértex, marca Thermolyne, modelo M-37600 (Dubuque, EUA);
e Balanca analitica, marca Mettler, modelo AG245 (Bedford, EUA);

e Banho Maria, marca Marconi, modelo MA 156/6 (Piracicaba, Brasil);

e (uba para eletroforese do tipo SDS PAGE, marca GE (Uppsala, Suécia);

e Espectrofotdmetro UV/Visivel, marca ThermoSpectronic, modelo Genesys 6 (Rochester,

EUA);
¢ Espectrometro de absor¢io atomica SHIMADZU AA 6800;
e Mesa Agitadora, marca Quimis, modelo Q225M (Diadema, Brasil);

e Sistema de purificacio PURELAB Ultra, marca ELGA LabWater (Saint Maurice,
Francga);

e Sistema para SDS-PAGE, marca Amersham Biosciences, modelo SE 600 Ruby (Uppsala,

Suécia);

e Sistema para focaliza¢do isoelétrica, marca GE Healthcare, modelo Ettan IPGphor 3

(Uppsala, Suécia);
e Ultracentrifuga refrigerada, marca BioAgency, modelo Bio-Spin-R (Sao Paulo, Brasil);
® Vidrarias convencionalmente utilizada em um laboratdrio de Quimica Analitica.

3.2 Reagentes e Solucoes

e Acido Acético Glacial, C,H,0,, MM = 60,05 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

e Acido Cloridrico, HCI, MM = 36,46 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);
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Acido Etilenodiaminotetracético dipotéssico (K,EDTA), C;oH403N;K,.2H,0, MM =
404, 46 g/mol(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Acido Fosférico 85%, H;PO4, MM = 98,00 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);
Acido Nitrico, HNO;, MM = 63,01 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);
Acrilamida, C;HsNO, MM = 71,08 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);
Agarose grau Biologia Molecular (BioAgency, Sao Paulo, Brasil);

Albumina de Soro Bovino (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Anfdlitos, pH de 3 a 10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Azul de Bromofenol, C;9HgBrs;NaOsS, MM = 691,94 g/mol (BioAgency, Sdo Paulo,
Brasil);

Coomassie blue G-250, C47HsoN3NaO;S,, MM = 854,03 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg,
EUA);

Ditiotreitol (DTT), C4sH;00,S;, MM = 154,24 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia);

Dodecil Sulfato de Soédio (SDS), Cj,HysNaO4S, MM = 288,28 g/mol (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia);

Etanol, C;HcO, MM = 46,07 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

Fitas para focalizacdo isoelétrica com anf6litos imobilizados de pH 3 a 10 e 4 a 7

(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

Glicerol 87%, C3HgO3, MM = 92,09 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);
Inibidor de protease Complete Mini, EDTA-free (Roche)

Iodoacetamida, C,H4INO, MM = 184,96 g/mol (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia);

Kit de digestao de proteinas In-Gel Digestzp Kit (Millipore, Millerica, EUA)

Metanol, CH4O, MM = 32,04 g/mol (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA);

N, N’-metilenobisacrilamida, C;H;(N,O,, MM = 154,17 g/mol (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia);
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e N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina (TEMED), C¢H N>, MM = 116,20 g/mol (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA);

e Oleo Mineral (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

e Padrio Proteico de Massa Molar (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia);

e Persulfato de Amonio, N,HgS,03, MM = 228,20 g/mol (Mallinckrodt, Paris, Franga);
e Sulfato de Amodnio, HgN,O4S, MM = 132,14 g/mol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

e Sulfonato de 3-[3-cloroamidopropil-dimetilamonio]-1-propano (CHAPS), C3;;HssN,O5S,
MM = 614,88 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);

e Tioureia, CH4N,S, MM = 76,12 g/mol (Synth, Diadema, Brasil);

e Tris-hidroximetil amino metano, CsH;;OsN, MM = 121,14 g/mol (Amersham

Biosciences, Uppsala, Suécia);

e Ureia, CH4N,0O, MM = 60,06 g/mol (BioAgency, Sao Paulo, Brasil).

3.3 Coleta de leite

As coletas de colostro, leite de transicao e leite maduro foram feitas de cinco lactantes da
area de abrangéncia do Centro Policlinica Central (CSI) de Botucatu-SP. As amostras foram
armazenadas a -20°C. Antes da coleta, todas as lactantes que concordaram em participar da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responderam um pequeno
questiondrio (Anexos II e III). O processo de coleta do leite materno foi feito por uma
enfermeira, seguindo normas técnicas da REDEBLH (BLH-IFF/NT-16.04 — Ordenha:
Procedimentos Higiénico-Sanitarios).

Para que fosse mantido o sigilo das participantes, elas foram denominadas “Lactante A”,
“Lactante B”, “Lactante C”, “Lactante D” e “Lactante E”. Os dias de cada coleta estao listados
na Tabela 2.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da

UNESP de Botucatu (Anexo I).
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Tabela 2: Dias de coleta das amostras de leite de cada lactante

Lactante Dias de lactacdo
A 4,7e25
B 3,14 e 4l
C 5,12e39
D 3,15e40
E 5,9e2l

3.4 Quantificacao das proteinas

A concentracdo de proteinas totais das amostras de leite materno foi determinada pelo
método do Biureto usando albumina de soro bovino como padrdo. Curvas analiticas de
calibracao foram construidas com concentragdes de 10 a 100g/L a partir de uma solucao estoque
de albumina (100 g/L).

Um total de 50uL de amostra/padrao e 2,5mL do reativo de Biureto foram misturados e
levados a banho-maria a 32°C por 10min. Apés 5 minutos em temperatura ambiente, as leituras

foram feitas em 545nm.

3.5 Separacao das proteinas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

As amostras de colostro, leite de transi¢cdo e leite materno das cinco lactantes foram
descongeladas e a camada de gordura foi separada da fase aquosa por centrifugacao a 4000g,
4°C e 30min de acordo com Lonnerdal e Forsum (1985). O leite desengordurado foi diluido em
uma solug@o de solubilizacdo contendo uréia 7 mol/L; tiouréia 2 mol/L; CHAPS (Sulfato de 3-
[(3-cloroaminopropil)-dimetilamo6nio]-1-propano) a 2% (m/v); anfélitos 0,5% (v/v) em pH
variando de 3 a 10 e 4 a 7; azul de bromofenol 0,002% (m/v); e inibidor de protease. A dilui¢dao
do leite foi feita de tal forma que a concentragdo de proteinas totais resultante fosse a mesma
para todas as amostras: 1,5 pg/uL. Um volume de 250uL dessa solugdo foi adicionado as fitas de
13cm contendo gel de poliacrilamida e com gradiente de pH de 3 a 10 e de 4 a 7 para que estas
fossem reidratadas com solucao contendo a propria amostra.

As fitas foram reidratadas por 12h em bandeja de reidratacdo a temperatura ambiente, e,
em seguida, levadas para o sistema de focalizacdo isoelétrica (IEF) Ettan™ IPGphor™ 3 (GE

HEALTHCARE). As corridas tanto para as fitas com gradiente de pH de 3 a 10 quanto para as
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de 4 a 7 foram realizadas seguindo-se as programacodes recomendadas pelo fabricante, descritas

na Tabela 3.

Tabela 3: Programacdo utilizada na IEF para as fitas com gradiente de pH 3-10 e 4-7

Gradiente de pH
Padrao de
Etapa alteracdo de 3210 427
voltagem*
Tensdo (V)  Actmulo (Vh)  Tensdo (V)  Acumulo (Vh)

1 Degrau 500 500 500 500
2 Gradiente 1000 800 1000 800
3 Gradiente 8000 11300 8000 11300
4 Degrau 8000 2900 8000 5400

*Existem duas opc¢des para o padrdo de alteracdo de voltagem. Quando a etapa € o “degrau”, o equipamento segura
a voltagem constante por toda a duragdo da etapa, e, quando é “gradiente”, a voltagem aumenta linearmente em

relacdo ao tempo.

Ap6s a IEF, as fitas foram equilibradas em duas etapas. Na primeira delas, utilizou-se 5
mL de solu¢do contendo uréia 6 mol/L, SDS 2% (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCI 50 mmol/L
(pH 8,8), azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 2% (m/v), para manter as proteinas em suas
formas reduzidas. Na segunda etapa, utilizou-se uma solucdo de composicdo similar,
substituindo-se, no entanto, o DTT por iodoacetamida 2,5% (m/v), para obter-se a alquilacdo dos
grupos tidis das proteinas e com isso prevenir uma possivel reoxida¢do (GORG et al., 2000;
SILVA JUNIOR, 2000; BERKELMAN E STENSTEDT, 1998).

Na segunda etapa do processo eletroforético (SDS-PAGE), as fitas foram aplicadas em
gel de poliacrilamida a 12,5% (m/v), previamente preparado em placa de 180 x 160 x 1,5mm.
Aplicou-se os padrdes de massa molar - B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa),
ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-
lactoalbumina (14,4 kDa) - ao lado das fitas e ambos foram selados com solu¢do de agarose
0,5% (m/v). A programacao da corrida, feita na cuba SE 600 Ruby (Amersham Biosciences),

esta descrita na Tabela 4.
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Tabela 4: Programacgdo da SDS-PAGE

Etapa Corrente Tempo
1 7,5 mA/gel 15min
2 15 mA/gel 4h30min

Apbs o periodo de corrida, as proteinas foram fixadas no gel, durante 1h, empregando-se
uma solucao contendo acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). As proteinas foram reveladas

empregando-se o corante Coomassie coloidal, que ficou em contato com o gel durante 48h.
3.6 Tratamento das imagens

Para o tratamento das imagens, os géis foram escaneados no e suas imagens analisadas
pelo programa ImageMaster Platinum, versdo 7.0. As imagens passaram por um processo de
edicdo automadtica e manual para a retirada de falsos spots e, apds a limpeza, foram obtidos
dados como numero de spots por gel, pl e massa molar dos spots e quantidade de proteina
presente em cada spot. Para a obten¢do deste dltimo dado, utilizou-se o volume normalizado dos
spots em um gel, calculado a partir da férmula:

%Vol = nlelOO , onde Vol € o volume do spot S em um gel contendo n spots.

Z Vol
s=1

Também se calculou o grau de similaridade entre os géis das diferentes amostras
fazendo-se um procedimento denominado matching, no qual sdo encontrados spots equivalentes

entre os varios géis.

3.7 Determinac¢ao dos metais nos spots protéicos por espectrometria de absorcao atomica
com chama (FAAS)

Devido a dificuldade em se analisar todos os spots de todos os géis pelas técnicas de
espectrometria de absorcdo atdomica e espectrometria de massas, foram escolhidos apenas os géis
da lactante B para serem estudados mais profundamente. Essa escolha foi feita pelos seguintes
motivos:

-Quantidade de leite suficiente para as proximas analises
-Bom fracionamento dos spots (Figuras 5,6 e 7)

-Nimero alto de spots por gel (Tabela 8)
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-Diferencas considerdveis entre os géis das trés fases de lactacdo (Tabela 8)

Para a determinacgdo de cdlcio, ferro e zinco pela espectrometria de absor¢do atdmica, foram
feitas, para cada amostra, duas corridas (sdo feitos dois géis por corrida) em momentos
diferentes, mas nas mesmas condicdes, e em faixade pHde3al0ede4 a7.

Ap0s a revelagdo dos géis, os spots (dos géis em duplicata) foram recortados com a ponta de
uma ponteira e mineralizados com acidos em bloco digestor para a eliminacao da fragdo organica
de acordo com os procedimentos descritos a seguir: os spots foram transferidos para baldes de
Kjeldahl (denominados baldes de digestdo) de 25mL. Para cada balao de digestao foram
transferidas aliquotas de 3mL de acido sulfurico concentrado e 1mL de perdxido de hidrogénio
30% (m/m). O conjunto de baldes de digestdo foi colocado em bloco digestor da Marconi em
temperatura de aproximadamente 40°C até completa mineraliza¢do das amostras (extrato
transparente). Em seguida os extratos dcidos obtidos foram transferidos para baldes volumétricos
de 10mL completando-se os volumes com dgua ultrapura. Apds essa etapa, no caso exclusivo de
determinagdo de cdlcio, lantanio foi adicionado aos extratos até uma concentragdo final de 10g/L
para evitar a formacdo de compostos refratdrios (sais de cdlcio).

Para a construcdo das curvas analiticas, solu¢gdes padrao aquoso de célcio, ferro e zinco em
meio de H,SO4 0,10mol/L e de lantanio — no caso da solugdo padrao de calcio — foram
preparadas a partir da dilui¢do dos padrdes Titrisol (Merck) contendo 1000mg/L dos analitos. As
faixas 6timas de concentracdo das curvas analiticas foram as sugeridas no manual do
equipamento. Para cada curva analitica foi preparado um branco que continha todos os
componentes das solu¢des padrao menos o analito de interesse, conforme descrito a seguir:
branco da curva analitica do cdlcio — SmL H,SO4 0,10mol/L + 20mL de solugdo 10g/L de
lantanio + dgua ultrapura até o volume de 100mL do baldo volumétrico; branco da curva
analitica do ferro e zinco - SmL H,SO40,10mol/L + dgua ultrapura até o volume de 100mL do
balao volumétrico.

Finalmente, as condi¢des operacionais utilizadas para as determinagdes de Ca, Fe e Zn por
FAAS foram as descritas no manual do fabricante do equipamento (Cookbook, Shimadzu AA —

6800, 2000) e constam na Tabela 5.
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Tabela 5: Parametros utilizados nos ajustes do FAAS — SHIMADZU AA-6800 para as

determinagdes de Ca, Fe e Zn

Elementos Ca Fe Zn
Corrente da lampada 3mA SmA 6mA
Estequiometria da Oxidante Oxidante Oxidante
chama Ar-Acet Ar-Acet Ar-Acet
Fenda 0,5nm 0,5nm 0,5nm
Comprimento de onda 324, 7nm 258,3nm 213,9nm

Fluxo de gas

combustivel 0,70L/min 0,70L/min 0,70L/min

3.8 Identificacao das proteinas por espectrometria de massas (nano-LC/ESI/MS/MS)

Inicialmente, os spots de proteinas a serem caracterizados por espectrometria de massas
foram recortados do gel de poliacrilamida e cada um deles foi colocado em um pocinho de uma
placa, denominada Zip Plate (Millipore), na qual foi feita a digestdo triptica. A digestdo triptica
foi feita com o uso de um kit especifico (In-Gel Digestzp Kit) que, além de digerir a proteina,
purifica os peptideos obtidos.

As andlises dos peptideos presentes nos digestos protéicos por LC-MS foram realizadas
em um cromatdgrafo Waters nanoAcquity UPLC acoplado a um espectrometro Waters Synapt
HDMS, equipado com fonte de nanoESI. Tipicamente, 2 a SulL de amostra aquosa foram
injetados pelo auto-injetor do sistema UPLC e direcionados a uma pré-coluna (Waters Symmetry
Cis,20mm x 180um d.i., particulas de Sum), onde foram dessalinizadas por 3 min com fluxo de
5,0 pL/min de 97:3 H,O/MeCN com 0,1% 4acido férmico v/v, sendo entdo transferidas para a
coluna analitica (Waters BEH130 C;3, 100mm x 100um i.d., particulas de 1,7um) e eluidas com
com fluxo de 1,0 ul./min de acordo com a Tabela 6.

A deteccdao dos peptideos foi feita de forma online pelo espectrdmetro de massas,
configurado para operar em modo de aquisicdo dependente de dados (DDA), contendo uma
funcdo de MS (fullscan de m/z 200 a 2000), trés fungdes de MS/MS e uma funcio de padrio
externo de calibracdo (lockmass). Como demais parametros do espectrometro de massas estao
voltagem do capilar 3,0 kV, voltagem do cone 30 V, temperatura da fonte 100°C, fluxo do gés de
nanoESI 0,5 L/h, energias de colisdo das celas Trap e Transfer respectivamente em 6 e 4 eV,
detector em 1700 V. Os espectros de MS (fullscan) e MS/MS (espectro de ions fragmentos por
dissociacdo induzida por colisdo) foram adquiridos a uma taxa de 1 espectro s”'. Previamente as
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andlises, o instrumento foi calibrado com oligomeros de 4cido fosférico (solugdao de H3PO4
0,05% v/v em H,O/MeCN 50:50) de m/z 90 a 1960. Argdnio a uma pressao de 9,7.10” mbar foi

utilizado como gés de colisdo.

Tabela 6: Gradiente linear aplicado na elui¢do das proteinas

Tempo % A % B
(min) (H>0 com 0,1% acido férmico v/v) (MeCN com 0,1% acido férmico v/v)
0 97 3
5 85 15
10 65 35
22 40 60
26 3 97
28 97 3
30 97 3

As corridas de LC-MS foram processadas pelo software ProteinLynx Global Server
v.2.2. (Waters) e analisadas por busca em banco de dados empregando-se o sistema MASCOT
v.2.2. (Matrix Science Ltd). Como parametros da busca foram selecionados digestio com
tripsina com até 1 sitio de clivagem ignorado, oxidacdo em residuos de metionina como
modificacdo varidvel e tolerancia de massa de peptideos e fragmentos ambos em 0,5 Da. As
buscas foram feitas no banco de dados NCBInr.

O esquema de toda a parte experimental deste trabalho pode ser visto na Figura 3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacao das proteinas

Os resultados da determinacdo de proteinas pelo método do Biureto estdo na Tabela 7 e a

concentracdo de proteinas totais em relagdo ao tempo de lactagdo pode ser observada na Figura

4.

Tabela 7: Determinag¢do de proteina total nas amostras de colostro, leite de transicdo e leite

maduro.
Proteinas totais (g/L)
Colostro Transicao Maduro
Lactante A 26,344 28,375 15,841
Lactante B 34,741 22,202 24,696
Lactante C 27,831 20,051 13,278
Lactante D 39,570 20,737 21,515
Lactante E 21,904 17,508 18,129
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Figura 4: Concentracao de proteinas totais (g/L) pelo tempo de lactacdo, em dias, para cada

lactante.
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De acordo com Laurindo et al. (1992), a concentragdo de proteinas totais no colostro,
leite de transi¢do e leite maduro é, em média, de 27, 16 e 12g/L, respectivamente.

Os resultados obtidos para a maioria das amostras ndo seguem exatamente esse padrdo,
mas isso € justificado pelo fato de que a composi¢do do leite pode variar em cada mae.

Apesar disso, fica claro, com base na Tabela 7 e Figura 4, que o conteido proteico do
leite foi alto no inicio do periodo de lactacdo e que diminuiu com o tempo. A alta concentracdo
de proteinas no colostro é devido, principalmente, as altas concentragdes de IgA secretdria e
lactoferrina, que impulsionam o sistema imune imaturo do recém-nascido (DONANGELO E

TRUGO, 2003; RIORDAN, 2005).

4.2 Separacao das proteinas por 2D-PAGE

A 2D-PAGE foi feita com fitas de pH de 3 a 10 e 4 a 7 para a separacdo na primeira
dimensdo (IEF) e com géis com concentracdo de acrilamida de 12,5% na segunda dimensao
(SDS-PAGE) de separagdo das protefnas. As imagens dos géis correspondentes ao colostro, leite
de transicdo e leite maduro da lactante B podem ser observadas nas figuras 5, 6 e 7,
respectivamente. (As imagens dos géis e informacOes referentes a numero de spots e

porcentagem de matching das outras quatro lactantes estdao no anexo IV).

Figura 5: Géis obtidos de colostro em pH 3-10 (A) e pH 4-7 (B)
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Figura 6: Géis obtidos de leite de transicdo em pH 3-10 (A) e pH 4-7 (B)
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Figura 7: Géis obtidos de leite maduro em pH 3-10 (A) e pH 4-7 (B)

Pode-se dizer que a IEF € a etapa da 2D-PAGE mais “problemadtica”, exigindo maior cuidado
e critério do operador. E ela a etapa limitante do processo, jd que a quantidade de proteina que
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pode ser aplicada na fita € limitada e h4 restricdes em relacdo aos compostos presentes na
solucdo contendo as proteinas que € aplicada na fita. Ela é particularmente sensivel a impurezas
ionicas de baixa massa molar, que podem interferir na separacdo e subsequente visualizacao dos
spots. Sais, por exemplo, devem estar presentes em concentracio menor que 10mM (GE
HEALTHCARE, 2007).

Levando isso em conta, tentou-se reduzir ao minimo o nimero de etapas de preparo de
amostra, a fim de se garantir que a separacdo das proteinas pela IEF fosse realizada da melhor
forma possivel. Os tnicos procedimentos prévios a IEF foram a remog¢do da gordura do leite e
adicao de solucdo de solubilizacdo. Esta solugcdo (uréia 7 mol/L; tiouréia 2 mol/L; CHAPS
(Sulfato de 3-[(3-cloroaminopropil)-dimetilamdnio]-1-propano) a 2% (m/v); anfélitos 0,5% (v/v)
em pH variando de 3 a 10 e 4 a 7; azul de bromofenol 0,002% (m/v); e inibidor de protease) é
composta de substancias que mantém a proteina completamente desagregada e solubilizada. A
desnaturagdo completa garante que a proteina esteja presente em somente uma configuragcdo e
evita a agregacdo e interacdo inter-molecular. J4 a etapa de remog¢do de gordura é importante
porque lipidios formam complexos com o CHAPS presente na solu¢do de solubilizacdo,
reduzindo a sua efetividade na solubilizacao das proteinas (GE HEALTHCARE, 2007).

O motivo pelo qual a IEF foi realizada a partir de fitas com faixas de pH tanto de 3 a 10
quanto de 4 a 7 € que, apesar de os géis obtidos com pH 3-10 mostrarem um perfil global dos
spots, ha uma aglomeracdo de spots em certas regides. No colostro, por exemplo, somente na
faixa de pH de 5 a 8, estdo presentes 65% dos spots totais (Figura 8), o que faz com que a

exploracdo mais minuciosa dessa drea seja importante.

0,3 1

0.2 1

frequéncia relativa

0,0 1
34 4-5 5-6 6-7 7-8 8-9 9-10 pl

Figura 8: Distribui¢ao dos spots em gel 3-10 de colostro baseado no pl. Na regido de pH de 5 a 8
estdo presentes 65% dos spots totais.
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A utilizacdo de faixas de pH de 4 a 7 permite se fazer um “zoom” da drea de interesse,
transformando o que, as vezes, € visualizado como apenas uma mancha em pH 3-10, em uma
sequéncia de spots em pH 4-7, possibilitando uma melhor visualizacdo e andlise das proteinas ali
presentes. De fato, o universo de proteinas amplia-se significativamente nos géis de pH 4-7, ja
que, enquanto o ndmero de spots nos géis de pH 3-10 ficou em 171,71 9,7, nos géis de pH 4-7
esse nimero subiu para 405,5+ 52,9 spots (Tabela 8). Essa grande diferenca pode ser justificada
pelo fato de muitas proteinas importantes do leite e suas isoformas possuirem pl dentro dessa

faixa, como:

e g-lactoalbumina: 4,7 (Murakami et al., 1998)

e FABP (farty acid-binding protein): 5,7 (Murakami et al., 1998)
e [-caseina: 4,9-5,8 (Poth et al., 2008)

® (4 -caseina: 4,4-5,3 (Poth et al., 2008)

e butirofilina: 5,32 (Fortunato et al., 2003)

e soroalbumina: 5,8-6,2 (Murakami et al., 1998), etc.

Em um estudo conduzido por Poth et al. (2008), foi possivel identificar, em uma estreita
faixa de pH de 4,9 a 5.8, seis B-caseinas com diferentes niveis de fosforilacdo e, em uma faixa de
4,4 a 5,3, nove tipos de osj-caseina. Isso mostra que o universo de proteinas do leite materno é

muito rico e o uso de fitas com faixas de pH mais estreitas € ttil para a sua anélise.

Tabela 8: Média do nimero de spots e porcentagem de matching nos géis de colostro, leite de
transi¢do e leite maduro em pH 3-10 e 4-7 da lactante B calculados pelo software ImageMaster

Platinum v.7.

Colostro Leite de transicao Leite maduro
Média de % Média de % Média de %
spots matching spots matching spots matching
3al0 1745+ 13,4 54 168+ 12,7 48 172,5+9,2 39
4a7 390+ 46,7 64 463,5+31,8 53 3631£4,2 61

Outro dado importante € a porcentagem de matching. Este parametro, calculado pelo
ImageMaster Platinum, mede o quanto os géis sdo semelhantes entre si com base no pareamento
das imagens. Na Tabela 8 pode-se ver que, apesar de os géis de colostro, leite de transicao e leite

maduro serem visualmente parecidos entre si, 0 nimero de spots equivalentes ndo ultrapassa os
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64%. Segundo Szpunar (2005), para duas amostras apresentarem perfis proteicos similares, o
valor do matching deve ser maior que 70%.

Essas diferencas de porcentagem de matching entre os géis de colostro, leite de transicao e
leite maduro podem ser explicadas pelo fato de que as proteinas do leite podem ser reguladas
positiva ou negativamente, dependendo da fase de lactagdo. Os varios tipos de caseinas, por
exemplo, estdo presentes em baixas concentracdes nos primeiros dias de lactacdo, enquanto as
quantidades de sIgA e IgM sdo bastante altas no colostro, mas vao diminuindo no decorrer da
lactagdo, dando lugar a IgG (LONNERDAL, 2003; GAO et al., 2012). Se a concentragdo dessas

proteinas é muito baixa em determinada amostra, a sua detec¢io no gel torna-se dificil.

4.3 Identificacao das proteinas por espectrometria de massas

Para a caracterizacdo das proteinas por espectrometria de massas, géis de colostro, leite
de transi¢cdo e leite maduro foram obtidos por 2D-PAGE em faixas de pH 3-10 e 4-7. Alguns
spots foram recortados e, antes de serem analisados no espectrdmetro de massas, passaram por
uma digestdo triptica. Spots tanto dos géis obtidos em pH 3-10 quanto 4-7 foram selecionados
para a andlise, porém, somente poucos spots recortados de géis em pH 4-7 puderam ser
corretamente identificados. Um melhor processamento dos dados e andlise mais criteriosa dos
bancos de dados devem ser feitos para se conseguir resultados melhores.

A busca em banco de dados gerou, para varios spots, a identificacio de mais de uma
proteina. Desse modo, selecionou-se a proteina que apresentou a maior pontuacdo (score). A

tabela 9 apresenta as proteinas identificadas e a figura 9 a sua localizag¢do no gel.
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Figura 9: Localizagdo das proteinas identificadas por espectrometria de massas no gel obtido de
leite maduro em faixade pH de 4 a7
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Tabela 9: Proteinas identificadas por espectrometria de massas

Spot Proteina Acesso Score pI/MW (Da) Cobertura (%)
16 transmembrane secretory component AAB20203 57 5.58/84480 4
28 serum albumin CAA23754 286 6.05/71351 12
29 serum albumin precursor AAF01333 292 5.91/71211 12
30 serum albumin CAA23754 315 6.05/71351 18
31 unnamed protein product CAA23753 417 5.92/71281 20
33 Ig alpha-1 chain C region P20758 64 5.63/38602 5
34 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AACS82528 145 6.06/38430 12
36 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AACS82528 175 6.06/38430 17
37 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AACS82528 158 6.06/38430 17
38 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AAC82528 108 6.06/38430 5
39 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AACS82528 97 6.06/38430 5
41 immunoglobulin alpha-1 heavy chain constant region AACS82528 58 6.06/38430 5
50 beta-casein CAA39270 83 5.52/25296 12
51 beta-casein CAA39270 72 5.52/25296 12
52 beta-casein CAA39270 72 5.52/25296 12
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4.4 Analise de mudanca de expressao das proteinas identificadas

Tendo-se identificado as proteinas, foi feita a andlise de expressdao dos spots para se
verificar se eles estavam sendo super ou subexpressos nas amostras de colostro, leite de transi¢ao
e leite maduro. Para essa andlise, o software ImageMaster Platinum calculou a média e o desvio-
padrdo correspondentes ao parametro vol% (volume normalizado) de cada spot.

A comparacdo foi feita entre colostro e leite de transi¢cdo, e leite de transicdo e leite
maduro. Os resultados, obtidos a partir da andlise de quatro géis de cada amostra, podem ser
visualizados nas tabelas localizadas nas se¢des em que se avalia as proteinas individualmente.

A literatura ainda nio apresenta claramente quanto deve ser a diferenca de expressdao
entre spots de diferentes géis para que se possa garantir que, realmente, hd uma significativa
variacdo entre as expressdes das proteinas (ERAVCI et al.,, 2007; CHLOE E LEE, 2003;
CANDIANO et al., 2004; CUTLER et al., 2003). O problema na anélise de expressao € que ha
uma variacdo intrinseca entre os géis devido a varios fatores, como o preparo da amostra, a
quantidade de proteinas totais aplicada e a polimerizacdo do gel (MANUAL DO USUARIO —
GE HEALTHCARE; CUTLER et al., 2003).

Nos estudos de Eravci et al. (2007) e Choe et al. (2003) as andlises afirmam que
variagdes quanto a expressdo de proteinas no gel somente sdo consideradas relevantes se
alcancarem diferencas da ordem de 100% ou superiores. J4 O’Dwyer et al. (2011) consideraram
uma mudanca na expressdo de 75% relevante para seus estudos. Considerando tudo isso,
estabeleceu-se, para esta dissertacdo, um valor intermedidrio de 90% para que a mudanca na

expressao fosse considerada relevante.

4.5 Determinacao de calcio, ferro e zinco ligados as proteinas

A determinacdo da concentragdo de célcio, ferro e zinco nos spots proteicos foi feita por
FAAS conforme procedimento descrito no item 3.7. Os resultados apresentados na Tabela 10
correspondem a média das leituras das duas corridas.

Esses dados devem ser encarados como resultados qualitativos, pois, apesar de ser
determinada a concentragdo dos metais nos spots, ndo foram feitas corridas suficientes para uma
andlise quantitativa. O motivo pelo qual se fez apenas duas corridas é que a digestdo dos spots e
andlise dos metais no espectrometro de absor¢do atOmica s3o processos extremamente

laboriosos, nao havendo tempo/material suficientes para a andlise de muitos spots provenientes
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de muitas repeticdes. Como o nimero de spots por gel para serem analisados neste trabalho era
muito grande, decidiu-se somente pela andlise qualitativa. As duas corridas foram feitas mais a
carater de confirmagdo, ou seja, sé sdo apresentados, na tabela abaixo, os resultados que

puderam ser confirmados nas duas corridas.
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Tabela 10: Determinacao, nas trés fases de lactacdo, de célcio, ferro e zinco associados as proteinas identificadas

Calcio (mg/L) Ferro (mg/L) Zinco (mg/L)
Colostro  Transicdo Maduro Colostro Transicilo Maduro Colostro Transicdo Maduro
Curva de calibracio
Padrao 1 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000 0,0400 0,0400 0,0400
Padrao 2 0,2000 0,2000 0,2000 0,3000 0,3000 0,3000 0,0800 0,0800 0,0800
Padrdo 3 0,4000 0,4000 0,4000 0,6000 0,6000 0,6000 0,1600 0,1600 0,1600
Padrao 4 0,8000 0,8000 0,8000 1,0000 1,0000 1,0000 0,2000 0,2000 0,2000
Proteina
transmembrane secretory component 0,03715 0,2346 0,1328
(16)
serum albumin (28) 0,0260
serum albumin precursor (29) 0,0099 0,0184 0,04235 0,0135
serum albumin (30) 0,11125 0,0820 0,1385
unnamed protein product (31) 0,0282
Ig alpha-1 chain C region (33)
immunoglobulin alpha-1 heavy chain
constant region (34)
immunoglobulin alpha-1 heavy chain  0,13125 0,37905
constant region (36)
immunoglobulin alpha-1 heavy chain 0,0131

constant region (37)
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immunoglobulin alpha-1 heavy chain
constant region (38)
immunoglobulin alpha-1 heavy chain
constant region (39)
immunoglobulin alpha-1 heavy chain
constant region (41)
beta-casein (50) 0,0325
beta-casein (51)

beta-casein (52) 0,0788

0,2176

0,13935

0,0405

0,0031
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4.6 Avaliacao das proteinas

4.6.1 p-caseinas

A caseina como uma classe de proteinas consiste de varias subunidades (a, B e
k-caseinas) que formam micelas com Ca* e PO43', dando ao leite sua aparéncia branca
caracteristica. Sabe-se que ela também liga zinco e cobre. A B-caseina, que tem 24 kDa,
¢ a principal caseina encontrada no leite materno. Atividades bioldgicas atribuidas a -
caseina ou aos seus fragmentos incluem o aumento da absorcdo de célcio,
imunoestimulacdo e modulagdo, estimulo da sintese de DNA, etc (LONNERDAL et al.,
1982; LONNERDAL E FORSUM, 1985; KROENIG et al., 1998).

Um total de trés spots — 50, 51 e 52 — (Figura 9) foram identificados neste
trabalho como B-caseinas, localizadas no gel em uma faixa de pH de 5 a 5,2 e massa
molar igual a 31kDa. O que diferencia essas trés isoformas é o nimero de grupos
fosfato ligados, sendo que quanto menor o pl, maior o nimero de fosfatos (POTH et al.,
2008).

A caseina humana € uma proteina bastante estudada. Sabe-se que a sua sintese é
baixa nos primeiros dias de lactacdo para, com o passar do tempo, ser uma das proteinas
mais expressas do leite materno (LONNERDAL, 2003), o que foi de facil comprovacao
neste trabalho. Pode-se verificar na Tabela 11 que a expressdo das P-caseinas
identificadas aumentou drasticamente do colostro para o leite de transicdo, mas
manteve-se constante deste para o maduro (com excecdo do spot 50). Ndo se sabe ao
certo do por que as caseinas irem em sentido contrario das demais proteinas do leite
materno, ou seja, estar presente em menor concentra¢io no inicio da lactagao enquanto
a maior parte das outras proteinas apresenta sua concentragdo maxima justamente no
colostro. Uma possivel razdo para isso acontecer é que a glandula mamaria pode ainda
nao estar completamente desenvolvida (KROENIG et al., 1998).

A variacdo na expressao da B-caseinas € tdo grande que é possivel visualizar essa
diferenca “a olho nu” a partir da observagao do gel. A Figura 11 apresenta o spot 50 em

gel de colostro e leite maduro, assim como os picos em 3D correspondentes a esse spot.
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Tabela 11: Variagio na expressdo dos spots correspondentes s p-caseinas identificadas’

Spot Proteina Variagdo na expressdo da Variagdo na expressao da
proteina entre colostro e proteina entre leite de
leite de transi¢cao transicao

e leite maduro

50 beta-casein +548,9%" -119,2%
51 beta-casein +484,2% -41,2%
52 beta-casein +1352,7% +30,5%

T " ~ ~ . . " " . "

A variac@o na expressdo foi considerada significativa se acima de 90%

2 . .. . . . e . P
O sinal de + significa que a proteina estd superexpressa e o sinal de — significa que a proteina estd

subexpressa.

Figura 11: Variacdo na expressdo da B-caseina (spot 50) do colostro (A) para o leite
maduro (B). Os picos em 3D, relativos as intensidades dos spots no gel, foram obtidos

pelo programa ImageMaster Platinum v.7.

Foram encontrados célcio, ferro e zinco em todos os spots identificados como -
caseina (Tabela 10). Como j4 foi dito, a ligacdo da P-caseina com cdlcio, juntamente

com grupos fosfato, € o que forma as micelas. O cdlcio complexa-se a residuos
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fosforilados de serina e treonina proximo ao N-terminal e, durante a digestdo, os
fosfopeptideos formados mantém o cdlcio solivel, facilitando a sua absor¢cdo pelo
organismo da crianga. Foi demonstrado que esses fosfopeptideos, em leite bovino,
também podem ligar outros cations divalentes (HURREL et al., 1989), como o ferro e o
zinco, mas existem poucos estudos a respeito (SATO E NAITO, 1986; HANSEN et al.,
1996).

Os fosfopeptideos formados apds a digestdo da P-caseina, além de serem
importantes para uma melhor absor¢ao dos elementos em questdo, sdo conhecidos por
apresentar propriedades prebidticas e antimicrobianas. Sugere-se que um dos
mecanismos antimicrobianos, baseado na capacidade que esses peptideos t€ém de ligar
ferro (o que foi demonstrado para a B-caseina inteira neste trabalho), seja privar as
bactérias patogénicas do acesso ao ferro, que é um nutriente essencial para o seu

crescimento.

4.6.2 Imunoglobulinas

Foram identificados dois componentes formadores da IgA secretdria (sIgA). O
spot de nimero 16 foi identificado como “componente secretdrio transmembrana”, € 0s
spots 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 39’ e 41 (Figura 9) como a “regido constante da cadeia
pesada alfa-1”. O componente secretério transmembrana apresentou pl de 5,8 e massa
molar de 96,8kDa, enquanto as regides constantes da cadeia pesada alfa-1 estavam
presentes em uma faixa de pI de 5.5 a 6.5 e massa molar de 80kDa.

A sIgA é uma imunoglobulina dimérica de 420kDa, sendo que cada parte
monomérica é formada por duas cadeias leves (iguais para todas as classes de
imunoglobulinas) e pela cadeia pesada, também chamada de alfa, e que tem uma massa
molar de aproximadamente 60kDa. A cadeia pesada € composta de quatro dominios: um
varidvel e trés constantes. Duas partes monoméricas sdo mantidas juntas por uma
proteina conhecida como “cadeia J” e pelo componente secretério, que protege a
imunoglobulina de ser degradada por enzimas proteoliticas, permitindo a sua
sobrevivéncia no trato gastrointestinal e combate a agentes infecciosos (Figura 12)

(KERR, 1990).
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Cadeia leve
Cadeia pesada
Cadeia J

Componente secretorio

Figura 12: Estrutura da IgA (Adaptado de http://www.invivogen.com/review-iga)

Nao se deve confundir o “componente secretério transmembrana”, que € o que
foi identificado neste trabalho, com o “componente secretério”, j4 que o primeiro é
precursor do segundo. O componente secretorio transmembrana, que tem uma massa
molar de 100kDa, liga-se a IgA com alta afinidade e a transporta para a superficie
luminal de células epiteliais, onde € clivado por uma ou mais proteases para liberar a
IgA associada ao componente secretorio (KERR, 1990).

A lactante secreta no leite sigAs antigeno-especificas, que protegem a crianca de
patégenos aos quais a mae tenha sido exposta durante toda a sua vida. Ela tem como
principal acdo a ligagdo a microrganismos € macromoléculas, impedindo a sua
aderéncia a superficies mucosas e prevenindo o contato do patégeno com o epitélio.
Outros mecanismos de acdo da sIgA envolvem a neutraliza¢do das toxinas liberadas por
patégenos e a prevencdo da translocacdo bacteriana através da barreira epitelial
(LONNERDAL, 2010; GRASSI et al., 2001).

A sIgA esta presente em altas concentragdes no inicio da lactacdo e a sua
producdo diminui consideravelmente apds os primeiros dias (DONANGELO E
TRUGO, 2003; RIORDAN, 2005; LONNERDAL, 2010). A andlise de expressado feita
neste trabalho estd de acordo com o que j4 foi estudado, o que pode ser visto na Tabela
12. Para todas as proteinas avaliadas, houve uma queda de expressdo significativa do
colostro para o leite de transicao. Ja do leite de transi¢ao para o leite maduro niao houve
alteracdo significativa (>90%), o que indica que, apds a considerdvel queda inicial, a

producdo da sIgA se estabiliza.
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Tabela 12: Variacdo na expressdo dos componentes da sIgA no decorrer da lactacio’

Variacao na expressio  Variacao na expressio

da proteina entre da proteina entre leite
colostro e leite de de transicao e leite
Spots Proteina transicao maduro
33 Ig alpha-1 chain C -154,8%" +68,8%
region
34 immunoglobulin alpha-1 -99,4% 0
heavy chain constant
region
36 immunoglobulin alpha-1 -124,86% +46,7%
heavy chain constant
region
37 immunoglobulin alpha-1 -111,5% +19,6%
heavy chain constant
region
38 immunoglobulin alpha-1 -140,6% +40,78%
heavy chain constant
region
39 immunoglobulin alpha-1 -99,5% +36%
heavy chain constant
region
39 immunoglobulin alpha-1 -135% +19%
heavy chain constant
region
41 immunoglobulin alpha-1 -77,5% +21,5%

heavy chain constant

region

'A variacdo na expressio foi considerada significativa se acima de 90%
?0 sinal de + significa que a proteina estd superexpressa e o sinal de — significa que a proteina estd

subexpressa.

Gao et al. (2012), em um estudo protedmico envolvendo leite de transi¢ao e leite

maduro, também concluiram que a produgdo de sIgA diminui no decorrer da lactagdo e
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que, aliado a isso, hd um aumento na sintese de IgG. Eles propuseram, baseado neste
fato, que a funcdo do leite muda de somente “matar patégenos” em recém-nascidos para
promover o sistema imune independente em criancas mais velhas.

Em relacdo aos metais ligados, encontrou-se ferro associado ao componente
secretdrio transmembrana nas trés fases de lactacdo, e célcio ligado a regido constante
da cadeia pesada alfa-1 nos spots 36 e 37. Praticamente nao h4 trabalhos relatando a
ligacdo da IgA ou sIgA a fons metdlicos. Uma excecdo é o estudo desenvolvido por
Odintsova et al. (2010), no qual se estudou a hidrdlise especifica de B-caseinas pela
sIgA. Eles descobriram que essa atividade em especifico da sIgA € mediada por ions
metélicos, em especial ferro, seguido de célcio, cobalto e niquel. Também se apresentou
a primeira evidéncia de que a sIgA purificada de leite de maes sauddveis possui ions
metalicos ligados intrinsecamente (Ca > Mg > Al >Fe = Zn > Ni > Cu = Mn).

No presente trabalho, apresenta-se a primeira evidéncia de que o célcio atua,
mais especificamente, na cadeia pesada da IgA, e que o ferro liga-se ao seu componente
secretorio. Em relagdo a este ultimo, pdde-se verificar que ligacdo persiste nas trés
fases de lactacdo, indicando que ligacao € especifica e de alguma forma importante para
a atividade da sIgA. Até o momento, entretanto, a Unica fun¢do conhecida da ligacao
desses fons metélicos a sIgA € a que foi descoberta por Odintsova et al (2010). Também
ndo se tem muita informagcdo do motivo de a sIgA hidrolisar especificamente a -
caseina, mas acredita-se que isso acontece porque os peptideos liberados da hidrélise
desta proteina tém propriedades antimicrobianas e probidticas. Assim, essa fungdo
catalitica da sIgA pode ser uma forma de aumentar a defesa que o leite materno

proporciona a crianga.

4.6.3 Soroalbumina

A soroalbumina ou produtos relacionados foram identificados em quatro spots
presentes em uma faixa de pH de 5,83 a 6,02 e massa molar igual de 86kDa (Figura 9).
Mais especificamente, os spots 28 e 30 foram identificados como soroalbumina, o 29
como precursor da soroalbumina € o 31 como um produto sem nome do gene que
codifica para a soroalbumina.

A soroalbumina humana € a proteina mais abundante no plasma e € a principal
moduladora da distribuicao de fluidos entre os compartimentos do corpo. Ela possui

uma grande capacidade de ligar compostos, servindo como depédsito e carreadora de
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vdrias substancias endogenas e exdgenas (FANALI et al., 2012). Apesar de ser uma das
proteinas mais abundantes do leite materno, ndo ha funcdes fisiolégicas associadas a ela
no leite além se ser fonte de aminodcidos para a crianga e, por isso, tem recebido pouca
atencdo.

Nao houve mudanga na expressdo de nenhum dos spots correspondentes a
soroalbumina entre os géis de colostro, leite de transicdo e leite maduro (Tabela 13). De
fato, concentragdes reportadas no colostro e leite maduro estdo na faixa de 0,4 a
1,0mg/mL para ambas fases de lactacao (LONNERDAL et al., 1976; WOODHOUSE E
LONNERDAL, 1998; SANCHEZ-POZO et al., 1986). Acredita-se que a soroalbumina
ndo € secretada pela glandula mamaria, mas sim transferida da circulagdo materna por
mecanismos de endocitose e por vazamentos na juncdo entre as células epiteliais
mamadrias. Isso, aliado ao fato de a soroalbumina do leite materno ser idéntica aquela
encontrada no plasma, explica o fato de a sua concentracao nao mudar no decorrer da

lactacdo (LONNERDAL E ADKINS, 2000; LONNERDAL E ATKINSON, 1989).

Tabela 13: Variacdo na expressdo da soroalbumina no decorrer da lactacdo'

Variaciao na expressao da Variacao na expressao da
proteina entre colostro e proteina entre leite de
Spots Proteina leite de transicao transicao e leite maduro
28 serum +44.,8%" -17,3%
albumin
29 serum +41,9% -13,5%
albumin
precursor
30 serum -33,4% +77,9%
albumin
31 unnamed +30% +23,4%
protein
product

T T~ ~ P P . s P .

A variag@o na expressio foi considerada significativa se acima de 90%

2 . e . , . . e . P
O sinal de + significa que a proteina estd superexpressa e o sinal de — significa que a protefna estd

subexpressa.
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Foram encontrados zinco e célcio ligados a diversos spots (Tabela 10). A
soroalbumina possui sitios de ligagdo para varios ions metdlicos e, até hoje, trés sitios
principais foram encontrados. No primeiro, localizado no N-terminal, Cu (II), Co (Il) e
Ni (II) sdo coordenados por dtomos de nitrogénio da Aspl, Ala2 e His3. O segundo é
representado pelo grupo tiol da Cys34, que liga ions de Au (I), Hg (II) e Pt (I). O
terceiro, devido a sua geometria pseudo-octaédrica, é capaz de ligar estavelmente
diferentes ions metdlicos, dentre eles o Zn (II), por quem a soroalbumina tem alta
afinidade (Fanali et al., 2012). De fato, ela € a maior transportadora de zinco no plasma
e estima-se que mais de 98% do zinco esteja ligado a esta proteina (GIROUX E
HENKIN, 1973).

A soroalbumina é formada por trés dominios (I, I e III) (Figura 13) que sdo
mantidos juntos por interagdes fracas. Blindauer et al. (2009) propuseram que o sitio de
ligacdo do zinco localiza-se entre os dominios I e I e que a sua ligacdo promove a
cooperacao alostérica entre esses dominios, que sao importantes para a fungdo bioldgica

da proteina.

His247 € 5

Figura 13: A- Estrutura da soroalbumina humana com os dominios I, II e III. B- Sitio

proposto de ligacdo do zinco (Blindauer et al., 2009).

E de se estranhar que, mesmo estando em altas concentragdes no leite materno,
nio haja fungdo fisioldgica conhecida para esta proteina. O fato de ela ligar zinco,
entretanto (o que foi confirmado in vivo neste trabalho), sugere que ela contribui para o
aumento da biodisponibilidade desse metal. Nao se sabia ao certo se a ligacdo era forte
o suficiente para persistir no intestino da crianca (LONNERDAL E ADKINS, 2000),
mas os resultados obtidos neste trabalho indicam que a ligac@o realmente € forte. Pode-

se fazer essa afirmacdo porque todos os procedimentos feitos antes e durante a
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eletroforese, por serem processos de elimina¢do de impurezas e de desagregacdo das
proteinas, garantem que s6 os metais fortemente ligados permanegam associados. Essa
ligacdo forte e especifica caracteriza uma metaloproteina, que € uma proteina cuja
funcdo € definida por um metal. E, como ja foi mencionado, a ligacdo do zinco a
soroalbumina promove a cooperagao alostérica entre os seus dominios, permitindo que
ela exerca as suas funcdes (BLINDAUER ET AL., 2009). Outra evidéncia de que a
ligacdo € forte foi a determinag@o de zinco em spots gerados nas trés fases de lactacdo,
sugerindo que o papel da soroalbumina como fornecedora de zinco é constante e
importante para a crianga no decorrer de toda a lactagao.

A biodisponibilidade de zinco é questdo de grande importincia para a nutricdo
do recém-nascido. Em 1976, um estudo conduzido por Walravens e Hambridge
demonstrou que criangas alimentadas com férmulas infantis (que na época
disponibilizavam zinco na forma de sais) possuiam niveis de zinco muito menores do
que aqueles apresentados por criangas amamentadas. Como boa parte do zinco no leite
materno estd associado a proteinas e compostos de baixa massa molar, como o citrato,
fica evidente que a sua absor¢do pelo recém-nascido se da preferencialmente dessa
forma. A soroalbumina, portanto, sendo uma das proteinas mais abundantes do leite, é
de extrema importancia no que diz respeito a biodisponibilidade de zinco no organismo
do recém-nascido.

Além de zinco, encontrou-se cdlcio ligado a todos os spots identificados como
soroalbumina. Ela € uma importante carreadora de fons de cdlcio no sangue, mas ainda
ndo se identificou um sitio de ligacdo distinto e ndo ha motivos tipicos de ligacdo de
célcio em sua superficie. Na verdade, acredita-se que os fons de cdlcio interajam com a
soroalbumina bastante inespecificamente via multiplos carboxilatos presentes em sua
superficie (FANALI et al., 2012).

O fato de neste trabalho ter sido encontrado cdlcio ligado aos quatro spots sugere
que essa ligacdo ndo € tdo inespecifica como se pensa e que talvez a sua ligacdo seja
importante para a funcdo da proteina.

No leite, pouca aten¢do foi dada a ligacdo de célcio a soroalbumina. Bocca et al.
(2000), em um estudo em que se fez a especiagdo de cdlcio em cinco fragdes de leite
obtidas por cromatografia de gel permeacgdo, encontrou este elemento na terceira fragao

(100 - 500kDa) que, segundo os autores, pode corresponder a soroalbumina.
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Como nao hd dados que corroborem algo a mais, € possivel que a ligacdo de ions
de calcio a soroalbumina no leite materno tenha como objetivo apenas o aumento da

biodisponibilidade deste elemento, proporcionando uma melhor absorcao pela crianca.

5.CONCLUSAO

As técnicas empregadas para a andlise metaloprotedmica do leite materno
mostraram-se relativamente eficazes. O uso da 2D-PAGE permitiu um bom
fracionamento das proteinas, principalmente quando se empregou faixas de pH de 4 a 7
na focalizacdo isoelétrica. A determinagdo dos fons metélicos nos spots proteicos por
FAAS também resultou em dados coerentes, que foram compativeis com as proteinas
identificadas. O maior problema foi em relacdo a identificacdo das proteinas por nano-
LC/ESI/MS/MS, ja que, de dezenas de spots analisados, somente alguns poucos
puderam ser identificados corretamente. Em estudos futuros, espera-se que se possa
obter um maior nimero de spots identificados.

Apesar dos problemas relatados, avancos foram feitos no sentido de se conhecer
mais a respeito das metaloproteinas do leite materno. Até hoje, a maior parte dos
estudos relacionados a ligagdo de ifons metdlicos a proteinas do leite foram feitos in
vitro, o que ndo permitia se ter uma dimensao real do que realmente acontecia no leite.
Neste trabalho, vadrias associacdes das quais ja se tinha conhecimento, algumas somente
por testes in vitro, foram confirmadas, e outras foram relatadas pela primeira vez. Esse
foi o caso da associagdo do ferro ao componente secretério transmembrana nas trés
fases de lactac@o, o que serd importante para futuros estudos sobre a atividade catalitica
da sIgA.

Finalmente, estudos quantitativos de determinagdo de ions metélicos associados
a proteinas do leite poderdo contribuir muito o entendimento dos seus mecanismos €
funcgdes, e, principalmente o papel que elas t€ém na nutricio e desenvolvimento do
recém-nascido. Deve-se lembrar, também, que tudo o que se descobre pode ser aplicado
no desenvolvimento de férmulas infantis mais apropriadas e parecidas com o leite
materno, que proporciona absolutamente tudo de que o recém-nascido precisa nos seis

primeiros meses de vida.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO I — PARECER DO COMITE DE ETICA DA FACULDADE
MEDICINA DE BOTUCATU

a¥h
ijﬁ es p o Universidade Es-ta_dual Paulista
Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubid@o Junior, s/n°- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone_/ Fax: (OXX,M) 3811-6143 Registrado no Ministério da Salde
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br am 30 de abril de 1997
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 04 de Abril de 2011. Of. 128/11-CEP

Ilustrissimo Senhor

Prof. Dr. Pedro de Magalhdes Padilha
Departamento de Quimica e Bioquimica do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezado Dr. Pedro Padilha,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3830-2011) “Estudo metaloprotedmico de
cdlcio, ferro e zinco em leite materno coletado de lactantes de
Botucatu-SP”, a ser conduzido por Carla Mariane Costa Pozzi, orientada por
Vossa Senhoria, com a colaboragdo de Maria Giuseppina Greco Tovora e
Patricia Ricci Machado dos Santos, recebeu do relator parecer favordvel
com sugestdo, aprovado em reunido de 04 de abril de 2.011.

O CEP sugere que seja efetuada andlise estatistica neste projete para
confirmagdo do “n”

Situaglo do Projeto: APROVADO. Ao final da execuglo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.



7.2 ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido

Voot esiA  semdo  connvideds pers peficiper da pesgquiss Esbhudo
meefaiopmdsimics de clicho, femo & HmRco em heite metemo colefado de lacianies de
Botucmi-2F", mallzdes pela pisgredsends Coeda Medeme Costa Poz 5o
oefmiacia do Frof. Dr. Pede de Magalbdes Fadlifa.

Wil fol sedechoradia por e bar e periodo die lackaclo & sme parfcipecio mlo &
obdpgaidda. A goaligosr momenbo wook podie desisSr die pasiciper = mimr sew
comsentdmento. Swms meossa o e penbom peejuln sm osoe edaclo com oo
eyl i oi Coem i Ims Aialig o,

O cipjatvo deshe astodo & avallar o Ngeclo de metals e peoteines gio laine
misbemo = s perdcipacio rests pesouise consisi e fomecer Wma amosE de
spemperayiarenht T mil de sew leite per andlise desses metals = peodeines (O lejte
serd mfimdo por cmenife, oo & ajods de ome enfermeim, & oasd armeremedc &
o Pt die -205C &bt o Inilkclo dos peocedimenios, podenda se peadllzadc am
fofoms pesquizes. S sxse for o CEmo, WoOR Sefd Confafads perm & axsinabo de om
meonnd Tesmmnio die: Consentimento Livme = Esclamscido.

A pes e prerd u andilse de leibe o tels fages de lachaclo joolosim — ¥ o
EF i, aite ge tmeshodo — 70 mo 140 gla = et el — Do e mo 150 dia) |, o
Isso, ool sewl confabade perm o fobal de E dosmcles Fam cade o dosglio, oo
Tt m Termo die Consentimenio Livme & Esclanstido.

Az rdoeracfes  cbfides stwyds dessa pesooiss sesds conddencials =
axxapEmos o sigiia soone spa parfcipacio. O dados rdo sedo dinsigados. de forms

& pos s lisliitar soa fdendSca i fax amos s savdo pmdsmncladas por codigos).
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WiocR  peosiberd o oguesHordso  conberdo  § pegondss  domclo  de
gl radarnanis 0 mintos) gos Soasd com of pesguitadoms & gma cfpla degie
P omadie comsha o beledome = 0 andereco esidencial dio pesgolsadior princlipel = dia
s graduenda, podendo S soes dividas sobme o paoleho = s perticipecdo, agos

o i esloposr FmcETEERCL A cuftm olpla Soard oo of pesguisadoms.

A simshom o pes gulsador

T Mardans Cosky Fozd

Declam goe enberd] o5 objefvos de minke peficipecdc ma pesoguisa =

Comcomio e peariliciper.

Lozl = diats ] ! ] ]

Ammmators 0o 5] =it o e noes del

Cealogeer dilrdda adicliomsl, woof podersd snfer e Cooniaio oom O ComiBE de

Efica am Fesouisa da Facuidads dis Medicins de Sobncab — UNESF, atrnis dio fons:

4 22115445

Casta ez Doate Fo =2mi: 1 Fales Saboats N actale, 123-5. Tel= (15 AE70003
=maml: ca_pernfiBE semp B

Pl S SagelEdo FafilPa — 52 1 Facoaos Cencel, 557 Td EALE-F-rE et |

mal: FadilEa@h Bl e B
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ANEXO III - QUESTIONARIO APLICADO AS DOADORAS

“Estudoc metsloprot=omice de cakcio, femo e zinco em keite matemo coletado de
lsctantes de Botucatu-SP° — QUESTIONARIO PARA AS DOADORAS

Responsaveis: Carls Mariane Costa Pozzi & Pedro de Magalhiss Padilha

1. Data:

Mome:

P

3. |dads:

b

Primeirs gestagio? { }5Sim { }N3o

5. Ha guanto tempo esta amamentando?

Durante o pericdo gestacional e de lactagao, vood:

G, Ingeriu bebidas skoolicas? { }Sim { }MNao
T. Fumou cigarra? { }5im { }Nao
&, Fezuso de medicamentos? { }5Sim { JM3o

B sim, gualis}?

4. Fez uso de predutos guimicos {tintura, creme, stc.}?{ )} Sim{ } MNao

Ee sim, gualiis}?
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7.4 ANEXO IV — IMAGENS DOS GEIS EM PH 4-7 DAS LACTANTES A, C,DEE.
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Géis obtidos a partir do colostro em pH 4-7 — replicatas 1 e 2 - (a), leite de transi¢do —

replicatas 1 e 2 - (b) e leite maduro — replicatas 1 e 2 - da lactante A
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Géis obtidos a partir do colostro em pH 4-7 — replicatas 1 e 2 - (a), leite de transi¢do —

replicatas 1 e 2 - (b) e leite maduro — replicatas 1 e 2 - da lactante C
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Géis obtidos a partir do colostro em pH 4-7 — replicatas 1 e 2 - (a), leite de transi¢do —

replicatas 1 e 2 - (b) e leite maduro — replicatas 1 e 2 - da lactante D
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Géis obtidos a partir do colostro em pH 4-7 — replicatas 1 e 2 - (a), leite de transi¢do —

replicatas 1 e 2 - (b) e leite maduro — replicatas 1 e 2 - da lactante E
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7.5 ANEXO V — NUMERO DE SPOTS POR GEL DAS LACTANTES A, C,D e E

Lactante A Lactante C Lactante D Lactante E

Colostro
Ne de spots
1 256 206 154 159
2 260 207 139 151
média 258 206,5 146,5 155
Transicao
Ne de spots
1 200 140 254 244
2 172 231 205 272
Média 186 185,5 229.,5 258
Maduro
Ne de spots
1 216 136 251 239
2 225 117 238 190

média 220,5 126,5 244,5 214,5




