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Efeito protetor da lactoferrina humana no trato gastrintestinal

Protective effect of human lactoferrin in the gastrointestinal tract

Valterlinda Alves de O. Queiroz’, Ana Marlucia O. Assis?, Hugo da Costa R. Junior®

RESUMO

Objetivo: Descrever os mecanismos de agdo da lactoferrina
humana na prote¢io de morbidades gastrintestinais.

Fontes de dados: Revisio ndo sistemdtica da literatura
utilizando como estratégia de busca pesquisa bibliogréfica em
bases de dados, as quais incluiram SciELO, Lilacs e MedLine
entre 1990 e 2011. Os descritores utilizados foram: lactofer-
rina, leite materno/humano, gastrintestinal e imunidade, nos
idiomas portugués e inglés.

Sintese dos dados: A lactoferrina é a segunda proteina
predominante no leite humano, com concentra¢gBes mais
elevadas no colostro (5,0 a 6,7mg/mL) em relacdo ao leite
maduro (0,2 a 2,6mg/mL). Em contraste, o leite de vaca con-
tém teores inferiores, 0,83mg/mL no colostro e 0,09mg/mL
no leite maduro. A lactoferrina desempenha diversas funcdes
fisiol6gicas na protegio do trato gastrintestinal. A atividade
antimicrobiana estd relacionada a capacidade de sequestrar
ferro dos fluidos biolégicos e/ou de desestruturar a membrana
de micro-organismos. A lactoferrina possui também a capaci-
dade de estimular a proliferacdo celular. A a¢do anti-inflamatéria
desempenhada pela lactoferrina estd associada a capacidade de
penetrar no nicleo do leucécito e bloquear a transcri¢do do fator
nuclear Kappa B. Diante da importincia da lactoferrina na
prevencio de doengas infecciosas em criangas aleitadas ao
peito, a indudstria vem, por meio da engenharia genética,
desenvolvendo tecnologias para expressar esta proteina
recombinante humana em plantas e animais, na tentativa
de adequar a composi¢io das férmulas infantis aquela do
leite humano.

Conclusdes: A lactoferrina humana é um peptideo com
potencial para prevenir morbidades, especialmente as gas-
trintestinais. Evidéncias cientificas dos efeitos protetores da
lactoferrina humana fortalecem ainda mais a recomendacio

para pratica do aleitamento materno.

Palavras-chave: lactoferrina; leite humano; morbidade;
trato gastrintestinal.

ABSTRACT

Objective: To describe mechanisms of action of human
lactoferrin to protect gastrointestinal morbidities.

Data sources: Nonsystematic literature review using the fol-
lowing databases: SciELO, Lilacs and Medline from 1990 to 2011.
The key-words used were lactoferrin, human milk/breastfeeding,
gastrointestinal, and immunity, in Portuguese and English.

Data synthesis: Lactoferrin is the second predominant
protein in the human milk, with higher concentrations in
the colostrum (5.0 to 6.7mg/mL) if compared to mature
milk (0.2 to 2.6mg/mL.) In contrast, cow’s milk has lower
levels, with 0.83mg/mL in the colostrum and 0.09mg/mL
in the mature milk. Lactoferrin has several physiological
functions to protect the gastrointestinal tract. The anti-
microbial activity is related to the ability to sequester iron
from biological fluids and/or to destruct the membrane of
microorganisms. Lactoferrin also has the ability to stimulate
cell proliferation. The anti-inflammatory action exercised by
lactoferrin is associated with its ability to penetrate the core
of the leukocyte and to block the Kappa B nuclear factor
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transcription. Given the importance of lactoferrin to prevent
infectious diseases for breastfed children, the industry is
using genetic engineering techniques to develop the expres-
sion of recombinant human lactoferrin in animals and plants,
attempting to adjust the composition of infant formulas to
that of human milk.

Conclusions: Human lactoferrin is a peptide with great
potential for preventing morbidity, especially in the gastro-
intestinal tract. Scientific evidence of the protective effects of
human lactoferrin strengthens even more the recommenda-
tion for breastfeeding.

Key-words: lactoferrin; milk, human; morbidity; gas-
trointestinal tract.

Introducao

Ao nascer, o sistema imunolégico da crianga é imaturo, o estd-
mago tem menor capacidade de eliminar patGgenos e o intestino
€ desprovido de microbiota. Com base nessas considera¢des, é
razodvel prever que a crianga seja dependente de protecio exége-
na. Neste sentido, o leite humano € o alimento ideal pelo fato de
possuir compostos imunoldgicos, nutricionais e digestivos que
favorecem a maturidade da mucosa intestinal e compensam a
frigil competéncia para a resposta adaptativa do sistema diges-
tivo e a imaturidade de outros sistemas corporais, contribuindo
decisivamente na defesa durante os primeiros dois anos™.

No periodo neonatal, os efeitos desfavoriveis da imaturidade
imunolégica s@o compensados por mecanismos fisiol6gicos,
como a passagem transplacentdria de imunoglobulina G (IgG)
da mie ao feto durante a gravidez e a ingestdo de componentes
imunoldgicos do leite humano. O aleitamento materno mantém
o elo materno-fetal de protecdo apés o nascimento, favorecendo
a transferéncia de elementos maternos que modulam o sistema
imune. Isso torna a crian¢a imunocompetente durante o periodo
crucial para o desenvolvimento de sua prépria imunidade®.

Essa prote¢do conferida pelo leite humano ocorre devido a
presenca de uma variedade de proteinas funcionais, incluindo
a imunoglobulina A (IgA), a lactoferrina, os fatores de cres-
cimento e as citocinas, que desempenham papel importante
no amadurecimento do trato gastrintestinal da crianga®.

Dentre os componentes do leite, a lactoferrina destaca-se entre
as linhas de defesa contra doengas, especialmente as gastrintesti-

'5(4»5)

nais“. Esta é uma glicoproteina da familia da transferrina que

tem atraido interesse cientifico crescente desde o final da década

(6)

de 1950 devido a sua alta concentragdo no leite humano® e por

suas funcdes fisiolégicas, em especial a a¢do antimicrobiana,
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anti-inflamatéria e imunomoduladora do trato gastrintestinal”.
Assim, esta revisdo teve como objetivo descrever, a partir de le-
vantamento bibliografico, os mecanismos de a¢do da lactoferrina
humana na protegdo do trato gastrintestinal.

Fontes de Dados

O levantamento bibliogrifico foi realizado nas bases de
dados eletronicas Scientific Eletronic Library On-line (SCiELO),
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Satide
(Lilacs) e Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MedLine), da National Library of Medicine, considerando o pe-
riodo de 1990 a 2011. Foram consultadas também as listas de
referéncias dos artigos selecionados para identificar trabalhos
cldssicos sobre o tema. Por isso, devido a relevancia e contri-
bui¢des, seis artigos publicados fora do periodo delimitado de
busca foram encontrados e incluidos na revisdo. Os descritores
utilizados na lingua portuguesa e seus respectivos correspon-
dentes na lingua inglesa foram: lactoferrina (Jactoferrin), leite
materno/humano (human milk/breastfeeding), gastrintestinal
(gastrointestinal) e imunidade (Zmmunity). As expressdes de
pesquisa foram construidas combinando-se os descritores ou
utilizando-os de forma isolada.

Sintese dos Dados

Estrutura da lactoferrina

A lactoferrina é a segunda proteina predominante no leite
humano”, com concentra¢des mais elevadas no colostro. Cada
lactoferrina é composta por um anico polipeptideo com dois
lébulos globulares localizados nas regides terminais, denominados
de lébulo C (acetil) e N (amino), que sdo conectados por ot-hélice,
contendo cada I6bulo um sitio de ligacio”®. Cada um deles
consiste de dois sublébulos denominados N1, N2, C1 e C2®.

Cada 16bulo pode se ligar a um metal em sinergia com o
fon de bicarbonato, essencial para a ligacdo do ferro com a
lactoferrina. Os metais que comumente podem se relacionar
sdo os fons de Fe*? ou Fe*?, embora outros (Cu*?, Zn*?, Mn*?)
também possam se ligar aos 16bulos da lactoferrina®.

Concentracoes de lactoferrina no leite humano
A lactoferrina tem distribuicio generalizada nos fluidos cor-
porais, especialmente no leite humano®. Sua concentracao varia
entre as espécies animais, tendo o leite humano e de outros pri-
matas as maiores concentracdes quando comparados ao da vaca®.
A concentragdo de lactoferrina varia amplamente!'?, cerca
de 5,0 a 6,7mg/mL no colostro e 0,1 a 2,6mg/mL no leite

humano maduro®!'?. Em contraste, o leite de vaca contém

91



Efeito protetor da lactoferrina humana no trato gastrintestinal

teores inferiores de lactoferrina, com 0,83mg/mL no colostro
e 0,09mg/mL no leite maduro™?.

Digestao da lactoferrina

Estudos tém demonstrado que ndo s6 a forma ativa da lactofer-
rinaapresenta atividade biolégica. A digestdo da lactoferrina pro-
duz a lactoferricina, um peptideo derivado da por¢do terminal N
da lactoferrina com potente atividade contra bactérias patogénicas
Gram-positivas e negativas’?. Assim, tanto a lactoferrina quanto
o produto da sua digestdo apresentam atividade antimicrobiana.
E provavel que a lactoferricina tenha um efeito bactericida maior
do que a lactoferrina devido ao seu tamanho, o que facilita a atu-
acdo diretamente sobre a membrana das bactérias®”.

Propriedades antimicrobianas

A diarreia é, habitualmente, uma infec¢do causada por bacté-
rias, virus ou parasitas e integra a segunda causa de mortalidade
de criangas''®. As infeccBes por rotavirus s3o as principais causas
da diarreia grave em menores de cinco anos em todo o mundo“”.
O rotavirus é responsavel por cerca de 527.000 mortes a cada ano
e por dois milhdes de internagdes hospitalares por desidratacao”®.

Dentre as medidas preventivas reconhecidas para a ocorréncia
da diarreia estd a adogdo da pritica do aleitamento materno
exclusivo nos primeiros seis meses e complementado até pelo

a'®. Além de evitar a contaminagio

menos os dois anos de vid
veiculada por outros alimentos, a eficicia do aleitamento ma-
terno como medida preventiva pode ser atribuida a multiplos
fatores anti-inflamatérios, anti-infecciosos e imunorreguladores
presentes no leite humano®*” e que atuam na protecao do lac-
tente?". Dentre tais fatores de protecao, a lactoferrina se destaca
por suas propriedades antimicrobianas relacionadas principal-
mente a capacidade de sequestrar o ferro dos fluidos biolégicos
e/ou desestruturar a membrana de micro-organismos*“?, atuando
na defesa do organismo contra bactérias, virus e protozodrios.
O efeito da lactoferrina sobre as células intestinais pode ser um
dos mecanismos contra as infeccdes entéricas®?.

Efeito antibacteriano

A agdo bactericida da lactoferrina é atribuida a dois meca-
nismos distintos de protegdo. O primeiro refere-se ao efeito
bacteriostdtico relacionado a afinidade da ligacio da proteina
com moléculas de ferro, inibindo o crescimento das bactérias
que necessitam deste nutriente*”, o que inclui uma variedade
de bactérias Gram-positivas e negativas®”.
O poder bacteriostdtico da lactoferrina é dependente do seu

estado de saturacio®®: quanto menor a saturacdo em ferro, maior

O(ZG)

é sua capacidade de sequestrar ferro®. Diante disto, deve-se
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salientar a importancia da lactoferrina presente no leite humano,
cuja saturagdo varia em torno de 5 a 8% e, portanto, apresenta
maior capacidade de agio bacteriostdtica® comparada a lactoferri-
na bovina, cuja saturagio varia de 15 a 20%®. A lactoferrina com
menos de 5% de saturacio de ferro é chamada de apolactoferrina
(apo), enquanto que a lactoferrina com maior saturagdo do ferro é
denominada de hololactoferrina (holo)®. A lactoferrina presente
no leite humano predomina na forma apolactoferrina (90%)*".
O segundo mecanismo de protegao contra o crescimento de
bactérias atribuido a lactoferrina associa-se a sua interacdo com

a®®. Estudos da estrutura molecular da

a superficie bacterian
lactoferrina demonstram que a proteina tem interagdo direta
com lipidios anidnicos A, componentes de lipopolissacarideos,
que sdo constituintes da parede celular das bactérias Gram-
negativas®”. A maior afinidade da lactoferrina com os lipopo-
lissacarideos estd associada com o fragmento da por¢do terminal
N da lactoferrina, ao contririo do C, que tem baixa afinidade®”.

Esse processo de interagdo pode danificar a membrana das
bactérias, alterando sua permeabilidade e promovendo a libe-

s®132 Tal alteracdo facilita a acio da

racdo de lipopolissacarideo:
lactoperoxidase e de outras proteinas de defesa sobre a bactéria.
A interacdo da lactoferrina com os lipopolissacarideos também
potencializaa acio dos antibacterianos naturais comoa lisozima®®.

De acordo com experimentos 7z vivo realizados por
Kruzel er 2/, a lactoferrina humana administrada uma hora
antes da injecdo de lipopolissacarideos aumentou significan-
temente a sobrevivéncia dos ratos, reduzindo a mortalidade de
83,3 para 16,7% nos animais pré-tratados com lactoferrina. Os
autores observaram que, no exame histopatoldgico do intes-
tino, os ratos pré-tratados apresentaram resisténcia aos danos
produzidos pelos lipopolissacarideos. Nos animais ndo tratados
com lactoferrina humana, observou-se atrofia intensa e edema
nas vilosidades intestinais, além de vacuoliza¢io epitelial®”.

Recentes estudos demonstraram que o efeito dos lipopo-
lissacarideos na ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB) é
insignificante na presenga da lactoferrina humana. O NF-kB
desempenha papel fundamental na regulacio do sistema imune
e na resposta inflamatéria. Nesse experimento, demonstrou-se,
também que a lactoferrina humana pode induzir a ativac¢io de
NF-kB em concentra¢des muito menores do que as encontradas
no leite humano. De acordo com os autores, é provivel que a
lactoferrina humana atue como ativadora do receptor do tipo
toll 4 (TLR4) no intestino de criancas amamentadas. O TRL4
é capaz de detectar lipopolissacarideos, sendo importante na
ativacdo do sistema imune inato das criancas®?.

O mecanismo de agdo da lactoferrina contra bactérias
Gram-positivas tem desempenho similar aquele descrito
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para as Gram-negativas, porém com atuagdo sobre o dcido
lipoteicoico, que é um componente da parede celular das
bactérias Gram-positivas®?. Segundo Leitch e Willcox, a
lactoferrina e a lisozima exercem efeito combinado contra

bactérias Gram-positivas®?.

Efeito antiviral

A lactoferrina é capaz de inibir a replicacio de uma ampla
variedade de virus. Os mecanismos de a¢do antiviral da lacto-
ferrina ainda ndo foram bem caracterizados. Uma das hipéteses
mais aceitas é que a mesma impeca a entrada do virus na célula
hospedeira por bloqueio dos receptores virais ou ligacio direta
com as particulas do virus, evitando a infec¢ao®.

A lactoferrina tem atuagdo eficiente no controle de in-
feccdes pelo rotavirus, virus de RNA de dupla hélice da
familia do Reoviridae, que infecta enterécitos maduros. Estas
infecches sdo as causas mais frequentes de gastrenterites em
criangas em todo o mundo®”.

A lactoferrina na forma apo tem se mostrado mais potente
do que na forma holo, porém, a razdo para isto ndo é bem
estabelecida. Especula-se que a maioria das enzimas requer
fons metalicos para realizar suas fungdes e a apolactoferrina é
mais eficiente na retirada de fons metdlicos do ambiente em
comparacao as formas de lactoferrina saturadas®, encontradas

em maior propor¢ao no leite de vaca.

Efeito antiparasitario

A fungio da lactoferrina sobre as doengas parasitdrias ainda
€ pouco explicada. Os resultados dos estudos atribuem-na
a ag¢do da lactoferrina sobre a integridade da membrana
dos protozodrios®®. Estudos iz vitro demonstraram que a
apolactoferrina é a proteina do leite com maior atividade
contra Entamoeba histolytica, uma vez que, ligando-se aos
lipidios da membrana do trofozoito, causaria sua ruptura,

com consequentes danos ao protozodrio®”.

Estimulacao da microbiota intestinal benéfica

O desenvolvimento da microbiota intestinal de criangas
alimentadas com leite humano é muito diferente daque-
las alimentadas artificialmente. As criangas em aleitamento
materno exclusivo tém o padrdo da microbiota com alta por-
centagem de lactobacilos, especialmente Lactobacillus bifidus,
enquanto o daquelas com leite de vaca ou férmulas ldcteas
assemelha-se & microbiota do intestino adulco™®.

O leite humano contém substincias com atividade prebid-
tica que estimulam o crescimento de bactérias benéficas. Essas
substincias, denominadas originalmente de fator b#fidus, podem
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promover o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, o que
pode proteger o ambiente intestinal ao limitar o crescimento
de diversos patégenos devido a diminui¢ao do pH intestinal®®.

Asevidéncias indicam que os oligossacarideos presentes no leite
humano tém atividade bifidogénica®”, além de proteinas, pepti-
deos e nucleotideos também contribuirem para o crescimento de
lactobacilos e bifidobactérias no trato gastrintestinal de criangas®.

A atividade antimicrobiana da lactoferrina tem efeito
benéfico sobre a microbiota intestinal, pois sua a¢io bac-
teriostdtica ndo compromete o crescimento das bactérias
produtoras de 4cido ldtico, visto que estas tém baixos re-
querimentos de ferro“!%2,

A partir dos experimentos 7z vitro realizados por
Liepke ¢t 2/, identificou-se, ap6s a digestdo do leite materno
com pepsina, a presenca de peptideos. Dois destes foram
origindrios da lactoferrina e do componente secretor da
IgA. O efeito bifidogénico desses peptideos foi superior ao
N-acetil-glucosamina, um conhecido fator bifidogénico™.

Promocéo da proliferagao celular

O fator de crescimento epitelial é um polipeptidio presen-
te no colostro (200pg/L) e no leite maduro (30 a 50pg/L) de
humanos; nas secre¢des bovinas é encontrado em quantidades
bem menores“?.

Segundo Playford er 4/, esse fator de crescimento do leite
materno estimulaa proliferacdo e a diferenciacio de células in-
testinais da crianca™®. Os estudos de Corps ¢t @/ demonstraram
que a presenca isolada do fator de crescimento (purificado) ndo
explica sua atividade mitogénica. Os autores concluiram que o
fator de crescimento presente no leite humano juntamente com
outros componentes é mais potente na atividade mitogénica

do que o fator purificado®”

, indicando existir sinergia entre
o fator de crescimento e outros compostos presentes no leite.

Os experimentos de Hagiwara e 2/ demonstraram que
a lactoferrina tem habilidade para promover a proliferagdo
de células do epitélio intestinal. Ainda de acordo com esses
autores, existe uma sinergia entre a lactoferrina e o fator de

crescimento epitelial na proliferacio celular?.

Atividade anti-inflamatoéria

A lactoferrina tem a capacidade de penetrar no nicleo do
leucécito e bloquear a transcrigio do NF-kB, que induz a
producio de citocinas pré-inflamatérias como a interleuci-
na 1 beta (IL1f), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), a
interleucina 6 (ILG) e a interleucina 8 (IL8)“®.

Além disso, a lactoferrina é um componente da homeostase
imunoldgica, com capacidade de reduzir o estresse oxidativo
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em nivel molecular, controlando a resposta inflamatéria em
excesso. O estresse oxidativo ocorre quando a produgio das
espécies reativas de oxigénio, potencialmente destrutivas,
excede as defesas antioxidantes naturais do organismo, resul-
tando em dano celular®”,

Estudo realizado 7z vivo com concentracoes de lactoferrina
semelhantes aquelas do colostro humano evidenciou que a
lactoferrina bloqueou o desenvolvimento do processo inflama-
tério induzido pela Shigella flexneri no intestino de coelhos®”.

Os experimentos de Haversen ez #/°", realizados 77 vivo, con-
firmam a atividade anti-inflamatéria da lactoferrina. Os ratos
com colite induzida por dextran sulfato e tratados com lactofer-
rina humana apresentaram menor quantidade de sangue oculto
nas fezes, bem como dano menor na mucosa retal, encurtamento
do col6n menos pronunciado, menores niveis séricos de IL1f3,
além de menor quantidade de células produtoras de TNF V.

Engenharia genética na produgao de lactoferrina

O leite humano protege a saide da crianga, sendo consenso
que se trata do alimento ideal e que deve ser oferecido de
forma exclusiva nos primeiros seis meses de vida e comple-
mentado até pelo menos os dois anos. Porém, muitas criangas,
por questdes diversas, ndo se beneficiam do consumo deste
alimento, seja de forma total ou parcial. Diante disto, a in-
dustria vem, ao longo do tempo, desenvolvendo tecnologias
na tentativa de adequar a composi¢do das férmulas infantis
aquela do leite humano, nio somente em relagdo a compo-
si¢do de nutrientes, mas também de componentes bioativos.

A evolugio da ciéncia gendmica e o consequente desvenda-
mento do genoma humano tém favorecido o desenvolvimento de
tecnologias que utilizam sequéncias génicas, as quais codificam
as protefnas do leite humano. Esse avanco tecnoldgico favorece
a expressdo de protefnas bioativas de plantas e animais, propor-
cionando a produgdo em larga escala de tais componentes®?.

A engenharia genética tem possibilitado a expressdo de
proteinas recombinantes do leite humano em frutas (banana),
cereais (arroz e cevada) e tubérculos (batatas). Desses estudos,
destaca-se a expressdo de lactoferrina no arroz. A utiliza-
¢do deste cereal justifica-se principalmente por ndo conter
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compostos téxicos, além do baixo poder alergénico, sendo
o consumo facilmente assimildvel pelas criancas de todo o
mundo. Estudos 7z vitro tém demonstrado que a lactoferrina
recombinante humana expressa do arroz possui atividade e
estabilidade semelhantes as proteinas nativas®?.

Os animais transgénicos também tém sido uma alterna-
tiva para expressar componentes bioativos do leite humano.
Neste sentido, experimentos demostraram que a lactoferrina
humana recombinante obtida de vacas transgénicas teve
idéntica ligacdo com ferro, quando comparada com a humana,
e mostrou-se igualmente eficaz em trés diferentes modelos
de infeccdo in vivo®?.

Diante da possibilidade de obtenc¢io em larga escala de
componentes bioativos recombinados do leite humano,
utilizando plantas e animais geneticamente modificados no
enriquecimento de férmulas infantis, torna-se necessirio
expandir o volume de estudos para avaliar a eficdcia e a se-

guranca desses componentes i vitro e in vivo.

Conclusoes

A lactoferrina humana é um peptideo natural com gran-
de potencial para prevenir morbidades, especialmente as
gastrintestinais, jd que apresenta atividade antimicrobiana,
de estimulo a proliferacdo celular, anti-inflamatéria e de
favorecimento do crescimento da flora bifida.

As evidéncias cientificas dos efeitos protetores da lactofer-
rina humana sugerem que esta molécula esteja envolvida na
protegido do trato gastrintestinal de lactentes amamentados,
o que fortalece ainda mais a recomendagio a pritica do alei-
tamento materno, especialmente nos primeiros dois anos de
vida da criancga. Esta fase é mais vulnerdvel aos danos devido
a fragilidade da resposta adaptativa do sistema digestivo e
da imaturidade de outros sistemas corporais.

Esfor¢os devem ser empreendidos para desenvolver tecno-
logias que possibilitem a expressdo de proteina recombinante
humana em plantas e animais, com o objetivo de beneficiar
criangas que, por questdes diversas, ndo podem consumir

leite humano, seja de forma total ou parcial.
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