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La lattoferrina (Lf) è una glicoproteina cationica sintetizzata dalle ghiandole esocrine ed è presente in tutte le secrezioni
umane. È anche secreto dai neutrofili nei siti di infezione e infiammazione. Questa glicoproteina possiede attività
antimicrobica grazie alla sua capacità di chelare due ioni ferrici per molecola, nonché di interagire con componenti di
superficie anionici batterici e virali. Le caratteristiche cationiche di Lf si legano alle cellule, proteggendo l'ospite da lesioni
batteriche e virali. La sua attività antinfiammatoria è mediata dalla capacità di entrare all'interno del nucleo delle cellule
ospiti, inibendo così la sintesi dei geni delle citochine proinfiammatorie. In particolare, Lf down-regola la sintesi di IL-6,
che è coinvolta nei disturbi dell'omeostasi del ferro e porta al sovraccarico di ferro intracellulare, favorendo la replicazione
virale e l'infezione. La nota attività antivirale di Lf è stata dimostrata contro DNA, RNA e virus avvolti e nudi e, pertanto, Lf
potrebbe essere efficace nel contrastare anche l'infezione da SARS-CoV-2. A questo scopo, ci siamo esibitisaggi in vitro ,
dimostrando che Lf esercita un'attività antivirale contro SARS-COV-2 attraverso l'attaccamento diretto sia al SARS-CoV-2
che ai componenti della superficie cellulare. Questa attività variava in base alla concentrazione (100/500 μg/ml), alla
molteplicità dell'infezione (0,1/0,01) e al tipo di cellula (cellule Vero E6/Caco-2). È interessante notare che i risultati in
silico hanno fortemente supportato l'ipotesi di un riconoscimento diretto tra Lf e la glicoproteina spike S, che può quindi
ostacolare l'ingresso virale nelle cellule. Queste osservazioni in vitro ci hanno portato a ipotizzare un potenziale ruolo
supplementare di Lf nella gestione dei pazienti COVID-19.

introduzione

Nel dicembre 2019, a Wuhan, in Cina, è stato osservato un gruppo di casi di polmonite. Questo cluster era correlato a un nuovo membro
del Betacoronavirus , chiamato SARS-CoV-2, che possedeva oltre l'80% di identità per SARS-CoV e il 50% per MERS-CoV ( Lu et al.,
2020 ; Tian et al., 2020 ). I coronavirus sono virus sferici con involucro che possiedono un genoma di RNA a filamento singolo con senso
positivo con una lunghezza compresa tra 26 e 32 kilobasi ( Su et al., 2016 ). Il loro genoma codifica per 16 proteine ​​non strutturali (
Menachery et al., 2014 ), proteine ​​accessorie ( Forni et al., 2017 ) e quattro proteine ​​strutturali fondamentali, in particolare glicoproteina
spike (S), proteina del piccolo involucro, proteina della matrice e proteina nucleocapside (Lan et al., 2020 ). La glicoproteina S
omotrimerica, che possiede glicani N-linked, si trova sull'involucro e comprende due subunità funzionali (S1 e S2) in ciascun monomero
spike ( Cui et al., 2019 ). Poiché gli omotrimeri delle glicoproteine ​​S sono esposti sulla superficie virale, sono coinvolti sia nel legame dei
recettori dell'ospite (S1) che nella fusione della membrana (S2) ( Li, 2016 ; Lu et al., 2020 ). La microscopia crioelettronica (crio-EM) ha
evidenziato le interazioni della proteina S con l'enzima di conversione dell'angiotensina 2 (ACE2) del recettore cellulare e la dissociazione
del dominio S1 dopo il suo legame con le cellule ospiti, che porta alla transizione del dominio S2 a un stato conformazionale più stabile,
fondamentale per la fusione della membrana ( Gui et al., 2017 ;Yuan et al., 2017 ; Kirchdoerfer et al., 2018 ). Oltre a ACE2, i proteoglicani
eparan solfato (HSPG) situati sulla superficie cellulare sono stati riconosciuti come altri siti di legame per SARS-CoV ( Lang et al., 2011 ) e
potrebbero essere importanti anche per SARS-CoV-2 nell'attaccamento precoce fase.
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Ultimamente, Wrapp et al. ( Wrap et al., 2020 ), ha identificato la prima struttura cryo-EM con risoluzione 3,5-Å del trimero SARS-CoV-
2 S nella conformazione di prefusione. A causa della sua funzione critica nel decorso dell'infezione da SARS-CoV-2, la glicoproteina S è un
bersaglio per la neutralizzazione di anticorpi, proteine ​​e farmaci e la comprensione della sua struttura tridimensionale ci ha permesso di
ottenere informazioni essenziali a livello atomico per la progettazione e lo sviluppo di molecole terapeutiche innovative ( Romeo et al.,
2020 ).

Considerando l'ipotesi che l'immunità innata potrebbe suggerire possibili molecole con attività antivirale contro SARS-CoV-2, abbiamo
evidenziato come i bambini, in cui l'immunità innata è più prominente ( Lang e Zhao, 2020 ), hanno meno probabilità di soffrire di
COVID grave o critico -19 malattia rispetto agli adulti ( Rosa et al., 2017 ; Woodman et al., 2018 ). In effetti, evidenze preliminari hanno
suggerito che il latte materno isolato da madri positive al COVID-19 non contiene particelle di SARS-CoV-2 ( Lang e Zhao, 2020 ).

La lattoferrina (Lf) è una glicoproteina della famiglia delle transferrine che possiede diverse funzioni ( Valenti e Antonini, 2005 ; Rosa et
al., 2017 ). È sintetizzato dalle ghiandole esocrine e dai neutrofili ed è presente nel latte umano e in tutte le secrezioni ( Valenti e Antonini,
2005 ; Rosa et al., 2017 ). Poiché questa proteina è uno dei fattori più importanti dell'immunità innata, costituendo una ben nota barriera
contro i patogeni che colonizzano l'habitat materno e fetale ( Woodman et al., 2018 ), si può ipotizzare che possa anche fungere da
potenziale nutraceutico agente in grado di contrastare l'infezione da SARS-CoV-2.

Infatti, due promettenti studi in vitro su SARS-CoV ( Lang et al., 2011 ) e su SARS-CoV-2 ( Hu et al., 2021 ) hanno dimostrato che Lf
inibisce la fase iniziale dell'infezione da virus.

Lf ha quattro attività pleiotropiche: chelazione di due ioni ferrici per molecola, interazione con composti anionici, traslocazione nel
nucleo e modulazione dell'infiammazione e dell'omeostasi del ferro. La capacità di Lf di chelare due ioni ferrici per molecola influenza la
replicazione batterica e virale e ostacola la formazione di specie reattive dell'ossigeno ( Valenti e Antonini, 2005 ; Berlutti et al., 2011 ;
Wakabayashi et al., 2014 ). Il legame di Lf ai componenti anionici di superficie, grazie alle sue caratteristiche cationiche, è associato alla
protezione dell'ospite contro l'adesione e l'ingresso di batteri e virali ( Valenti e Antonini, 2005 ). Inoltre, l'ingresso di Lf nelle cellule
ospiti e la sua traslocazione nel nucleo ( Ashida et al., 2004; Lepanto et al., 2019 ) è correlato alla sua funzione antinfiammatoria ( Suzuki
et al., 2008 ; Liao et al., 2012 ; Kruzel et al., 2017 ). Inoltre, la capacità di Lf di ripristinare l'omeostasi del ferro, perturbata dall'infezione
virale e dall'infiammazione ( Mancinelli et al., 2020 ), è associata alla sua capacità di chelare il ferro, diminuire il sovraccarico di ferro,
diminuire i livelli di IL-6 e modulare le proteine ​​del ferro. L'omeostasi del ferro è garantita dall'espressione di alcune proteine ​​del ferro
come la transferrina, la ferroportina, l'epcidina e la ferritina. I disturbi dell'omeostasi del ferro, indotti dall'infiammazione, aumentano la
concentrazione intracellulare di ferro, favorendo così la replicazione virale ( Campione et al., 2020). Inoltre, Lf sembra modulare
l'attivazione del plasminogeno e controllare la cascata della coagulazione con una notevole attività antitrombotica ( Zwirzitz et al., 2018 ),
complicanza molto frequente dell'infezione da SARS-CoV-2 ( Marietta et al., 2020 ). Oltre a tutte queste capacità, Lf, come sopra
riportato, inibisce la fase iniziale di SARS-CoV ( Lang et al., 2011 ) e SARS-CoV-2 ( Hu et al., 2021 ).

Pertanto, sulla base di queste informazioni, al fine di valutare la possibilità di utilizzare Lf nel trattamento clinico del COVID-19, abbiamo
testato la sua attività antivirale in esperimenti in vitro per verificare se la sua attività fosse associata al legame delle particelle SARS-CoV-
2 e/o di cellule di mammifero, analogamente a quanto osservato per altri virus ( Berlutti et al., 2011 ; Wakabayashi et al., 2014 ). Inoltre,
la struttura del trimero SARS-CoV-2 S in conformazione di prefusione ( Wrap et al., 2020 ) è stata utilizzata per effettuare un'analisi di
docking molecolare proteina-proteina per confermare l'ipotesi di un'interazione diretta tra la glicoproteina S e la proteina Lf . La struttura
della glicoproteina spike ( Wrap et al., 2020) è stato completato utilizzando procedure di modellazione computazionale e utilizzato per
prevedere i siti di interazione Lf. Inoltre, il complesso proteina-proteina selezionato ad alto punteggio è stato studiato strutturalmente
attraverso la simulazione della dinamica molecolare classica (MD), mentre l'energia di interazione tra queste proteine ​​è stata valutata
utilizzando le energie della meccanica molecolare combinate con Born generalizzato e solvatazione del continuo dell'area di superficie
(MM/GBSA ) metodo ( Genheden e Ryde, 2015 ).

Materiali e metodi

Attività antivirale in vitro della lattoferrina

Lf, estratto da latte bovino (bLf), possiede un'elevata omologia di sequenza e funzioni simili con Lf umano (hLf), ed è stato approvato
come composto generalmente riconosciuto come sicuro (GRAS) dalla Food and Drug Administration degli Stati Uniti ( FDA Stati Uniti) e
come integratore alimentare dall'Autorità europea per la sicurezza alimentare.

Per gli esperimenti in vitro , bLf altamente purificato è stato generosamente somministrato da Armor Proteines Industries (Francia). BLf
è stato controllato tramite SDS-PAGE e colorazione con nitrato d'argento. La purezza di BLf era di circa il 98% e la sua concentrazione è
stata confermata tramite spettroscopia UV secondo un coefficiente di estinzione di 15,1 (280 nm, soluzione all'1%). La saturazione di ferro
di bLf utilizzata, determinata mediante spettroscopia ottica a 468 nm, era di circa il 7% secondo un coefficiente di estinzione di una
soluzione all'1% di bLf completamente satura di ferro corrispondente a 0,54. La contaminazione da LPS di bLf, valutata tramite il test
Limulus Amebocyte (kit Pyrochrome, PBI International, Italia), era 0,6 ± 0,05 ng/mg di bLf. Prima di ogni in vitrotest, la soluzione bLf è
stata sterilizzata utilizzando un filtro Millex HV da 0,2 µm a bassa ritenzione proteica (Millipore Corp., Bedford, MA, Stati Uniti).

Colture cellulari e virus

Il Vero E6 derivato dal rene della scimmia verde africana e le cellule Caco-2 derivate dal carcinoma del colon umano sono state acquistate
dall'American Type Culture Collection (ATCC). Le cellule sono state coltivate in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
(Euroclone, Milano, Italia) con il 10% di siero fetale bovino (FBS) (Euroclone, Milano, Italia) a 37°C in incubatori umidificati con il 5% di
CO . Il ceppo SARS-CoV-2, isolato da un campione nasofaringeo di un paziente positivo al COVID-19, è stato propagato in cellule Vero
E6. I titoli SARS-CoV-2 sono stati ottenuti mediante analisi della dose infettiva di coltura tissutale (TCID50) al 50% in Vero E6 (metodo
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Spearman-Kärber) mediante punteggio microscopico. Tutti i saggi sono stati eseguiti infettando le cellule Vero E6 e Caco-2 con ceppo
SARS-CoV-2 presso il Dipartimento di Medicina Molecolare dell'Università di Padova, secondo procedure di Biosafety Level 3 (BSL3), in
accordo con i protocolli di contenimento del laboratorio approvati dall'Università di Padova.

Saggio di citotossicità

La citotossicità è stata valutata incubando 100 e 500 μg di bLf, le concentrazioni utilizzate per esperimenti in vitro , in DMEM con il 10%
di FBS per 72 ore a 37 ° C con cellule Vero E6 e Caco-2 in piastre da 96 pozzetti. La vitalità cellulare e la proliferazione sono state valutate
mediante test MTT (Merck, Italia). Il test MTT è un test colorimetrico basato sulla riduzione di un sale di tetrazolio a formazano da parte
di cellule metabolicamente attive. Il colorante formazan è stato valutato mediante assorbanza spettrofotometrica a 600 nm.

Saggio di infezione

Per il test dell'infezione, le cellule Vero E6 sono state seminate in piastre di coltura tissutale da 24 pozzetti a una concentrazione di 1 × 10
 cellule/pozzetto per 24 ore a 37°C in incubatori umidificati con il 5% di CO  , mentre le cellule Caco-2 sono state seminate ad una

concentrazione di 2 × 10  cellule/pozzetto per 48 h a 37°C in incubatori umidificati con il 5% di CO . Per valutare la presunta inibizione
dell'infezione da ceppo SARS-CoV-2 sulle cellule di scimmia Vero E6, sono stati utilizzati 100 μg/ml di bLf. Al contrario, la presunta
attività antivirale contro il ceppo SARS-CoV-2 sulle cellule umane Caco-2 è stata studiata utilizzando non solo 100 ma anche 500 μg/ml
di bLf. Al fine di studiare la presunta interazione di bLf con particelle virali e/o cellule ospiti, sono stati effettuati diversi approcci
sperimentali sia nelle cellule Vero E6 che in quelle Caco-2. Per valutare se bLf può interferire con il tasso di infettività virale legando i
componenti della superficie virale, una molteplicità di infezione (MOI) di 0,1 e 0,01 di SARS-CoV-2 è stata preincubata con bLf per 1 ora a
37°C in incubatrici umidificate con 5 % CO  . Le cellule sono state quindi infettate con queste sospensioni per 1 ora a 37°C in incubatori
umidificati con 5% di CO  . Per valutare se bLf interferisce con l'attacco virale alle cellule ospiti, le cellule sono state preincubate in
DMEM senza FBS con bLf per 1 ora a 37°C in incubatori umidificati con 5% di CO  . Le cellule sono state quindi lavate con soluzione
salina tamponata con fosfato (PBS) e infettate con SARS-CoV-2 a un MOI di 0,1 e 0,01 per 1 ora a 37°C in incubatori umidificati con il 5%
di CO  . Per valutare se bLf può interferire con i componenti della cellula ospite e virale, bLf è stato aggiunto insieme a SARS-CoV-2 a un
MOI di 0,1 e 0,01 al monostrato cellulare per 1 ora a 37°C in incubatori umidificati con il 5% di CO  . Inoltre, la preincubazione di SARS-
CoV-2 con bLf per 1 ora a 37°C è stata utilizzata per infettare il monostrato cellulare precedentemente pretrattato con bLf per 1 ora a
37°C.

Per quanto riguarda le cellule Vero E6, dopo ogni approccio sperimentale, le cellule sono state lavate con PBS, ricoperte con DMEM
contenente lo 0,75% di carbossimetilcellulosa e il 2% di FBS e incubate per 48 ore a 37°C in incubatori umidificati con il 5% di CO  .
Dopo 48 ore, le cellule sono state lavate, fissate con 5% di formaldeide per 10 minuti a temperatura ambiente e colorate con cristalvioletto
all'1% per 5 minuti. Il numero di placche è stato determinato dopo un lungo lavaggio.

Gli altri esperimenti di infezione sono stati condotti con cellule Caco-2. La morte cellulare significativa non è stata osservata fino a 7
giorni sulle cellule Caco-2 dopo l'infezione da SARS-CoV-2 a MOI 0,1 ( Chu et al., 2020 ). A questo proposito, dopo ogni procedura
sperimentale, i monostrati cellulari sono stati sostituiti con DMEM con il 2% di FBS e dopo 6, 24 e 48 ore dopo l'infezione (hpi), i
campioni di surnatante sono stati raccolti per l'estrazione dell'RNA e il reverse quantitativo in tempo reale test di trascrizione (rRT)-PCR
di particelle virali. In breve, abbiamo lisato 200 μl di surnatante in un volume uguale di tampone di lisi NUCLISENS easyMAG
(Biomerieux, Francia). Il rilevamento dell'RNA virale è stato analizzato mediante RT-PCR interna in tempo reale in conformità con il
protocollo e i primer e le sonde progettati da Corman et al. ( Corman et al., 2020), prendendo di mira i geni che codificano per l'involucro
SARS-CoV-2 (E) (E_Sarbeco_F, E_Sarbeco_R e E_Sarbeco_P1). Le analisi quantitative rRT-PCR sono state eseguite con 5 μl di acidi
nucleici purificati in un volume finale di 25 μl, utilizzando il kit One-Step Real-Time (Thermo Fisher Scientific) ed eseguite su ABI
7900HT Fast Sequence Detection Systems (Thermo Fisher Scientific). I dati della soglia del ciclo (Ct) dai test rRT-PCR sono stati eseguiti
per i geni E. Le copie equivalenti del genoma per ml sono state dedotte in base alla regressione lineare eseguita su curve standard di
calibrazione.

Metodi di ancoraggio proteico-proteico

La struttura della glicoproteina della punta SARS-CoV-2 in conformazione di prefusione è stata estratta da una procedura di
raggruppamento utilizzata in un articolo precedentemente pubblicato ( Romeo et al., 2020 ). La struttura 3D delle forme diferriche di bLf
e hLf, raffinate rispettivamente a una risoluzione di 2,8 e 2,2 Å, è stata scaricata dal database PDB (ID PDB: 1BLF ( Moore et al., 1997 ) e
1B0L ( Sun et al., 1999 )). L'analisi di docking proteina-proteina tra la glicoproteina spike modellata SARS-CoV-2 ( Romeo et al., 2020 ) e
le strutture Lf è stata eseguita utilizzando l'algoritmo di docking Frodock ( Ramírez-Aportela et al., 2016). L'approccio di Frodock
combina la proiezione dei termini di interazione in potenziali basati sulla griglia 3D e l'energia di legame sulla formazione complessa, che
è approssimata come una funzione di correlazione composta da termini di van der Waals, elettrostatica e potenziale di desolvatazione. I
minimi di interazione-energia sono identificati attraverso una rapida ed esaustiva ricerca di docking rotazionale combinata con una
semplice scansione traslazionale ( Garzon et al., 2009 ). Entrambe le procedure di docking sono state eseguite utilizzando il server web di
Frodock ( http://frodock.chaconlab.org/ (http://frodock.chaconlab.org/) ).

Dinamica Molecolare

Topologia e file di coordinate delle strutture di input sono stati ottenuti tramite il modulo tLeap del pacchetto AmberTools 19 ( Salomon-
Ferrer et al., 2013 ). La glicoproteina spike e Lf sono state parametrizzate attraverso il campo di forza ff19SB e sono state inserite in una
scatola rettangolare di molecole d'acqua TIP3P, imponendo una distanza minima di 12,0 Å dalle pareti della scatola, mentre la soluzione
è stata neutralizzata aggiungendo 0,15 mol/L di ioni NaCl. Per rimuovere le interazioni steriche, tutte le strutture sono state sottoposte a
quattro cicli di minimizzazione, ciascuno composto da 500 passaggi di minimizzazione della discesa più ripida seguiti da 1.500 passaggi
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di minimizzazione del gradiente coniugato. Un vincolo iniziale di 20,0 kcal mol  Å è stato imposto agli atomi proteici e
successivamente ridotto e rimosso nel ciclo di minimizzazione finale. I sistemi sono stati gradualmente riscaldati da 0 a 300 K in un
insieme NVT per un periodo di 2,0 ns utilizzando il termostato Langevin, imponendo un vincolo iniziale di 0,5 kcal mol  Å  su ciascun
atomo, che è stato ridotto ogni 500 ps al fine di rilassare lentamente il sistema. I sistemi sono stati simulati in un insieme isobarico-
isotermico (NPT) per 2,0 ns, fissando una pressione di 1,0 atm utilizzando il barostato Langevin e imponendo la temperatura a 300 K. I
legami covalenti che coinvolgono atomi di idrogeno sono stati vincolati utilizzando l'algoritmo SHAKE ( Ryckaert et al . ., 1977 ). Sono
stati eseguiti 30 ns di produzione tramite il pacchetto NAMD 2.13 MD ( Phillips et al., 2005), utilizzando un intervallo di tempo di 2,0 fs.
Il metodo PME è stato applicato per tenere conto delle interazioni a lungo raggio, mentre è stato impostato un cutoff di 9,0 Å per le
interazioni a corto raggio. Le coordinate del sistema sono state salvate ogni 1.000 passi.

Analisi della traiettoria

L'analisi della distanza è stata eseguita utilizzando il modulo distanza degli strumenti di analisi GROMACS 2020 ( Abraham et al., 2015 ),
mentre la persistenza del legame idrogeno è stata valutata utilizzando il modulo hbonds accoppiato a codici scritti internamente. I
contatti idrofobici sono stati identificati utilizzando le routine contact_map e contact_frequency della libreria Python mdtraj ( Mcgbon et
al., 2015 ). Le analisi generalizzate di Born e Surface Area Continuum solvation (MM/GBSA) sono state eseguite utilizzando gli ultimi 15
ns delle traiettorie, attraverso l'MMPBSA. py.MPI come implementato nel software AMBER16 ( Case et al., 2016 ) su due nodi del cluster
ENEA HPC CRESCO6 ( Iannone et al., 2019). Le immagini dei complessi spike-Lf e spike CTD1-ACE2 sono state generate utilizzando il
programma UCSF Chimera ( Pettersen et al., 2004 ).

Analisi statistica

Per gli esperimenti in vitro , il numero di unità di formazione della placca (pfu)/ml di SARS-CoV-2 su cellule Vero E6 e il numero di copie
di RNA SARS-CoV-2/ml su cellule Caco-2 in ciascun approccio sperimentale era rispetto a quelli di controllo (SARS-CoV-2 non trattati e
cellule) nello stesso momento al fine di valutare le differenze statisticamente significative utilizzando i test t di studenti spaiati. I risultati
sono stati espressi come valori medi ± deviazione standard (DS) di tre esperimenti indipendenti. In ogni caso, un valore p ≤0,05 è stato
considerato statisticamente significativo.

Risultati

La lattoferrina mostra proprietà antivirali nei modelli in vitro

Preliminarmente, sono state analizzate le dosi di bLf in forma nativa (7% di ferro saturato) corrispondenti a 100 μg/ml per le cellule Vero
E6 e a 100 e 500 μg/ml per le cellule Caco-2 per rilevare la loro presunta citotossicità misurando la morfologia cellulare, la proliferazione
e vitalità dopo 72 h di incubazione. Sia 100 che 500 μg/ml di bLf non hanno esercitato alcun effetto citotossico (dati non mostrati).

Quindi, l'efficacia di diverse concentrazioni di bLf nell'inibizione dell'infezione da SARS-CoV-2 è stata testata su cellule Vero E6 e Caco-2
secondo diverse procedure sperimentali: I) controllo: SARS-CoV-2 non trattato e cellule; II) preincubazione di bLf con inoculo di virus
per 1 h a 37°C prima dell'infezione cellulare; III) preincubazione di bLf con cellule per 1 ora a 37°C prima dell'infezione da virus; IV) bLf
aggiunto insieme a SARS-CoV-2 al momento dell'infezione; e V) virus e cellule preincubate separatamente con bLf per 1 ora a 37°C prima
dell'infezione.

I risultati ottenuti con le cellule Vero E6 sono mostrati nella Figura 1A (MOI 0,1) e 1B (MOI 0,01).

FIGURA 1
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FIGURA 1 . Unità formanti placca (pfu)/ml di SARS-CoV-2 osservate in cellule Vero E6 infettate a una molteplicità di infezione (MOI) di 0,1
(A) e 0,01 (B)in presenza o assenza di 100 μg/ml di lattoferrina bovina (bLf) secondo le seguenti procedure sperimentali: i) controllo: cellule
SARS-CoV-2 e Vero E6 non trattate; ii) bLf preincubato con inoculo SARS-CoV-2 per 1 ora a 37°C prima dell'infezione cellulare; iii) cellule
preincubate con bLf per 1 ora a 37°C prima dell'infezione da SARS-CoV-2; iv) bLf aggiunto insieme all'inoculo SARS-CoV-2 durante la fase di

adsorbimento; e v) virus e cellule preincubate separatamente con bLf per 1 ora a 37°C prima dell'infezione. I dati rappresentano i valori medi di tre esperimenti
indipendenti. Barre di errore: errore standard della media. La significatività statistica è indicata come segue: **: p < 0,001, ***: p < 0,0001 ( test t dello studente spaiato).

Per quanto riguarda le cellule Vero E6, è stata osservata un'inibizione della replicazione SARS-CoV-2 di circa un log a MOI 0,1 e di circa
due log a MOI 0,01 quando 100 μg/ml di bLf sono stati preincubati per 1 ora con il virus prima dell'infezione rispetto alla SARS non
trattata -Infezione da CoV-2 ( p < 0,001 e p < 0,0001, rispettivamente) ( Figure 1A,B ).

Al contrario, i dati illustrati nelle Figure 1A,B , indipendentemente dal MOI utilizzato, indicano che bLf, a questa concentrazione, non
blocca l'infezione da SARS-CoV-2 quando viene preincubato con cellule Vero E6 o quando bLf viene aggiunto contemporaneamente a
particelle e cellule virali al momento dell'infezione ( Figure 1A,B ). BLf è anche inefficace quando viene preincubato per 1 ora a 37°C
separatamente con virus e cellule prima dell'infezione ( Figure 1A,B ).

L'efficacia di 100 e 500 μg/ml di bLf contro SARS-CoV-2, analizzata nelle cellule Caco-2, è mostrata rispettivamente nelle Figure 2A, B
(MOI 0,1) e nelle Figure 2C, D (MOI 0,01).
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FIGURA 2

(https://www.frontiersin.org/files/Articles/666600/fphar-12-666600-HTML/image_m/fphar-12-666600-g002.jpg)
FIGURA 2 . Copie di RNA/ml di SARS-CoV-2 osservate in supernatanti di cellule Caco-2 infettate a una molteplicità di infezione (MOI) di
0,1 (A,C) e 0,01 (B,D) in presenza o assenza di 100 μg/ml (A,B) e 500 μg/ml (C,D)di lattoferrina bovina (bLf) secondo le seguenti
procedure sperimentali: i) controllo: cellule SARS-CoV-2 e Caco-2 non trattate; ii) bLf preincubato con inoculo SARS-CoV-2 per 1 ora a 37°C
prima dell'infezione cellulare; iii) cellule preincubate con bLf per 1 ora a 37°C prima dell'infezione da SARS-CoV-2; iv) bLf aggiunto insieme
all'inoculo SARS-CoV-2 durante la fase di adsorbimento; e v) virus e cellule preincubate separatamente con bLf per 1 ora a 37°C prima

dell'infezione. I campioni di supernatante virale sono stati raccolti a 6, 24 e 48 ore dopo l'infezione (hpi). I carichi virali sono stati accertati con rRT-PCR quantitativa. I
dati rappresentano i valori medi di tre esperimenti indipendenti. Barre di errore: errore standard della media. La significatività statistica è indicata come segue: *: p <
0,05, **: p< 0,001 ( test t per studenti non accoppiati).

Per quanto riguarda le cellule Caco-2, a MOI 0,1, non sono state osservate differenze significative in tutte le condizioni sperimentali
rispetto a quelle di controllo quando si utilizzava bLf a 100 μg/ml ( Figura 2A ). A MOI 0,01, è stata osservata un'inibizione della carica
virale nei supernatanti a 24 hpi solo quando 100 μg/ml di bLf sono stati preincubati con l'inoculo virale e quando le cellule sono state
preincubate con 100 μg/ml di bLf rispetto a quello di controllo ( p < 0,05) ( Figura 2B ). A 48 hpi, è stata osservata un'inibizione della
carica virale solo quando le cellule sono state preincubate con bLf ( p < 0,05) ( Figura 2B ).

Quando bLf è stato utilizzato a una concentrazione di 500 μg/ml, è stata osservata una diminuzione della carica virale fino a 48 hpi
quando l'inoculo virale è stato preincubato con bLf rispetto al gruppo di controllo, indipendentemente dal MOI utilizzato ( p <0,05) (
Figure 2C,D ). Quando le cellule sono state preincubate con bLf, è stata osservata una diminuzione del carico SARS-CoV-2 fino a 24 hpi
rispetto al controllo a MOI 0,1 ( p <0,001 dopo 6 hpi e p <0,05 dopo 24 hpi) ( Figura 2C ), mentre a MOI 0,01 la diminuzione della carica
virale è rimasta statisticamente significativa fino a 48 hpi rispetto al gruppo di controllo ( p <0,05) ( Figura 2D). Quando bLf è stato
aggiunto insieme a SARS-CoV-2 durante la fase di adsorbimento è stata osservata una diminuzione della carica virale fino a 24 hpi
rispetto all'infezione da SARS-CoV-2 non trattata, indipendentemente dal MOI utilizzato ( p <0,001 dopo 6 hpi e p < 0,05 dopo 24 hpi
per MOI 0,1; p < 0,05 dopo 6 e 24 hpi per MOI 0,01) ( Figure 2C, D ). Quando le cellule sono state preincubate con bLf e infettate con
SARS-CoV-2 precedentemente preincubate con bLf, è stata osservata una diminuzione della carica virale fino a 24 hpi per MOI 0,1
rispetto all'infezione da SARS-CoV-2 non trattata ( p <0,001 dopo 6 hpi e p <0,05 dopo 24 hpi per MOI 0,1) ( Figura 2C), mentre a MOI
0,01 la diminuzione della carica virale è rimasta statisticamente significativa fino a 48 hpi rispetto all'infezione da SARS-CoV-2 non
trattata ( p <0,05) ( Figura 2D ).

Risultati computazionali

La simulazione dell'aggancio molecolare suggerisce una potenziale interazione della struttura bLf con il dominio della glicoproteina spike
CTD1 nella conformazione verso l'alto ( Figura 3A ). Le prime tre soluzioni ottenute dalla procedura di clustering di Frodock
rappresentano oltre il 60% del totale dei complessi generati e sono quasi completamente sovrapponibili a quella mostrata nella Figura 3A
. Partendo dalla prima soluzione di Frodock, abbiamo eseguito una simulazione MD classica lunga 30 ns per verificare la stabilità del
complesso e verificare la presenza di interazioni persistenti tra le due proteine. Come mostrato nella figura supplementare S1A, la
distanza tra i centri di massa di spike e bLf, calcolata in funzione del tempo, oscilla intorno al valore di 4,5 nm, indicando uno stretto
contatto costante tra le due molecole. L'analisi MM/GBSA ha confermato l'elevata affinità del bLf per il dominio spike CTD1 ( Tabella
Supplementare S1A ), mostrando un'energia di interazione di -28,02 kcal/mol. In particolare, i risultati di MM/GBSA hanno sottolineato
che il termine di Van der Waals contribuisce principalmente all'energia di legame ( Tabella Supplementare S1A ).

FIGURA 3
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FIGURA 3 . Rappresentazioni di riempimento dello spazio del miglior complesso molecolare ottenuto con Frodock tra la lattoferrina bovina
(A) e umana (B) con la glicoproteina spike. I colori rosso, blu e verde rappresentano le catene di glicoproteine ​​spike e mentre il giallo
rappresenta le molecole di lattoferrina.

Un'analisi dettagliata della rete di interazione ha rivelato la presenza di 28 diverse interazioni, che persistono per oltre il 25% del tempo
di simulazione, in accordo con l'elevata energia di interazione calcolata. In dettaglio, abbiamo trovato tre ponti salini, cinque legami
idrogeno e 20 coppie di residui coinvolti nei contatti idrofobici ( lato sinistro della tabella supplementare S2 ).

Per verificare se alcuni dei residui di spike presi di mira dalla proteina bLf fossero coinvolti nel legame con ACE2, abbiamo confrontato la
struttura media estratta dalla simulazione con la struttura del complesso del dominio ACE2/CTD1 (ID PDB: 6LZG ( Wang et al., 2020 )) (
Figura 4 ). Sorprendentemente, solo due residui di spike (Gly502 e Tyr505) sono stati condivisi tra le interfacce dei complessi ( lato
sinistro della Tabella Supplementare S2 ), come valutato dall'ispezione delle strutture sovrapposte e dall'analisi dell'articolo ( Wang et al.,
2020 ). Nonostante ciò, Lf mantiene la stessa posizione assunta dall'enzima ACE2, cioè al di sopra del dominio CTD1 in alto.

FIGURA 4

(https://www.frontiersin.org/files/Articles/666600/fphar-12-666600-HTML/image_m/fphar-12-666600-g004.jpg)

(https://w


SOMMARIO

Astratto

introduzione

Materiali e metodi

Risultati

Discussione

Dichiarazione sulla

disponibilità dei dati

Contributi dell'autore

Finanziamento

Conflitto d'interesse

Ringraziamenti

Materiale

supplementare

Riferimenti

(https://www.frontiersin.org)

ACCEDI (HTTPS://WWW.FRONTIERSIN.ORG/PEOPLE/LOGIN) / REGISTRATI (HTTPS://WWW.FRONTIERSIN.ORG/REGISTER) DI(HTTPS://WWW.FRONTIERSIN.ORG/ABOUT/ABOUT-FRONTIERS) DIARI(HTTP

https://www.frontiersin.org/files/Articles/666600/fphar-12-666600-HTML/image_m/fphar-12-666600-g002.jpg
https://www.frontiersin.org/files/Articles/666600/fphar-12-666600-HTML/image_m/fphar-12-666600-g003.jpg
https://www.frontiersin.org/files/Articles/666600/fphar-12-666600-HTML/image_m/fphar-12-666600-g004.jpg
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2021.666600/pdf
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/people/login
https://www.frontiersin.org/register
https://www.frontiersin.org/about/about-frontiers
https://www.frontiersin.org/about/about-frontiers
https://www.frontiersin.org/journals
https://www.frontiersin.org/journals


10/05/22, 17:22 Frontiere | Lattoferrina contro SARS-CoV-2: prove in vitro e in silico | Farmacologia

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2021.666600/full 7/13

FIGURA 4 . Confronto tra il miglior complesso di Frodock e la glicoproteina ACE2-spike (ID PDB: 6LZG). Le superfici solide rosse, blu e
verdi rappresentano le tre diverse catene che compongono la glicoproteina spike. I nastri neri evidenziano il dominio CTD1 nella
conformazione in alto. I nastri magenta e giallo rappresentano rispettivamente l'ACE2 (A) e la lattoferrina bovina (B) circondati da una
rappresentazione trasparente della superficie molecolare, in modo da evidenziare le posizioni occupate nello spazio dalle diverse strutture.

Abbiamo eseguito la stessa analisi sul complesso hLf-spike valutato, ottenendo una posa di legame sovrapponibile a quella osservata per
la proteina bovina ( Figura 3B ). Sebbene utilizzando la proteina umana si possa ancora osservare un contatto persistente e stretto tra le
due molecole ( Figura Supplementare S1B ), l'analisi della rete di interazione ha indicato la presenza di un numero maggiore di
interazioni (45 interazioni), in accordo con la maggiore interazione energia rivelata dall'approccio MM/GBSA (-48,25 kcal/mol, Tabella
Supplementare S1B ). In dettaglio, abbiamo trovato 12 ponti salini, 10 legami idrogeno e 23 coppie di residui coinvolti nei contatti
idrofobici ( Tabella Supplementare S2lato destro), in accordo con la presenza di un termine di contributo elettrostatico negativo ( Tabella
Supplementare S1B ). Confrontando la struttura media estratta dalla simulazione con la struttura del complesso di dominio ACE2/CTD1
(PDB ID: 6LZG ( Wang et al., 2020 )) ( Figura supplementare S2 ), abbiamo osservato che anche per hLf, solo due residui (Thr500 e
Tyr505) sono stati condivisi tra le interfacce dei complessi ( tabella supplementare S2 a destra).

Questi risultati ci consentono di ipotizzare che, oltre al legame degli HSPG ( Lang et al., 2011 ), sia bLf che hLf dovrebbero essere in grado
di ostacolare il riconoscimento della glicoproteina spike del recettore ACE2, impedendo al virus di entrare nelle cellule.

Discussione

In questo studio, abbiamo focalizzato la nostra attenzione sulla nota attività antivirale di Lf. L' attività antivirale in vitro di bLf contro
virus DNA e RNA avvolti e nudi è stata ampiamente dimostrata ( van der Strate et al., 2001 ; Berlutti et al., 2011 ; Lang et al., 2011 ;
Wakabayashi et al., 2014 ; Ng et al., 2015 ), mentre sono stati pubblicati alcuni articoli sulla sua efficacia in vivo contro l'infezione virale (
Lu et al., 1987 ; Tanaka et al., 1999 ; Okada et al., 2002 ; Hirashima et al., 2004 Ishibashi et al., 2005 ;Shin et al., 2005 ; Ueno et al., 2006
; Egashira et al., 2007 ; Chen et al., 2008 ; Yen et al., 2011 ; Gualdi et al., 2013 ; Vitetta et al., 2013 ).

La capacità di bLf di ostacolare l'infezione virale è generalmente attribuita al suo legame ai componenti anionici della superficie cellulare
e/o alle particelle virali. BLf è in grado di legarsi in modo competitivo ai proteoglicani eparan solfato (HSPG), componenti della superficie
della cellula ospite e identificati come siti di interazione iniziale per virus con involucro ( Spear, 2004 ; Sapp e Bienkowska-Haba, 2009 ),
ostacolando così l'adesione e l'interiorizzazione di diversi virus ( Marchetti et al., 2004 ; Chien et al., 2008 ; Lang et al., 2011 ), incluso
SARS-CoV-2 ( Hu et al., 2021 ). Inoltre, bLf può anche legarsi direttamente alle proteine ​​di superficie delle particelle virali come il loop
HIV V3 della gp120 ( Swart et al., 1996) e proteine ​​dell'involucro HCV E2 ( Nozaki et al., 2003 ).

I risultati qui presentati mostrano che l'attività antivirale di bLf varia in base a diversi approcci sperimentali, linee cellulari, MOI e
concentrazioni di bLf.

Infatti, la preincubazione di 100 μg/ml di bLf con monostrati Vero E6, infettati da SARS-CoV-2 a MOI 0,1 e 0,01, è risultata inefficace
nell'inibire l'internalizzazione del virus ( Figura 1 ), diversamente da quanto osservato in Caco -2 celle a MOI 0,01 ( Figura 2B ).

La preincubazione di 100 μg/ml di bLf con SARS-CoV-2 ha mostrato un'attività antivirale significativamente più alta a MOI 0,01 rispetto
a MOI 0,1 nelle cellule Vero E6 ( Figure 1A, B ), mentre un'attività antivirale significativa è stata osservata solo a MOI 0,01 in Cellule
Caco-2 ( Figura 2B ). Nelle altre due condizioni sperimentali, 100 μg/ml di bLf non hanno mostrato alcuna attività antivirale significativa
su entrambe le cellule Vero E6 e Caco-2 ( Figure 1 , 2A, B ).

Diversamente da 100 μg/ml di bLf, la preincubazione di 500 μg/ml di bLf con cellule Caco-2 o particelle virali ha mostrato una maggiore
diminuzione della carica virale a MOI 0,1 e 0,01 ( Figure 2C, D ). Negli altri due approcci sperimentali, 500 μg/ml di bLf erano
significativamente efficaci contro SARS-CoV-2, anche se per diversi tempi di postinfezione e in misura diversa a seconda del MOI ( Figure
2C, D ).

I nostri risultati sperimentali indicano che bLf esercita la sua attività antivirale legandosi direttamente alle particelle SARS-CoV-2 o
oscurando i loro recettori delle cellule ospiti. Inoltre, i risultati ottenuti attraverso gli approcci di docking molecolare e simulazione della
dinamica molecolare supportano fortemente l'ipotesi di un riconoscimento diretto tra bLf e la glicoproteina spike. L'affinità tra le loro
superfici molecolari, il gran numero di interazioni atomistiche rilevate e la loro persistenza durante la simulazione suggeriscono che è
molto probabile che si verifichi questo riconoscimento e che bLf possa ostacolare il legame della punta al recettore ACE2, bloccando così
l'ingresso del virus nelle cellule ospiti.

Presi insieme, questi risultati rivelano che, anche se il meccanismo d'azione definitivo deve ancora essere completamente studiato, le
proprietà antivirali di bLf sono estendibili anche al virus SARS-CoV-2.

Questo studio fa parte del programma di ricerca GEFACOVID2.0 coordinato dall'Università Tor Vergata di Roma.
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