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RESUMO

As proteinas presentes no soro de leite tém demonstrado um grande numero de
efeitos benéficos, como atividade anticarcinogénicas, efeito antiulcerogénica e
funcdo imunoestimulatéria. Esta propriedade imunoestimulatéria esta sendo
relacionada a possivel manipulacdo da glutationa intracelular. Os linfécitos sao
importantes células do sistema de defesa celular e humoral. Este trabalho teve
como objetivo estudar os efeitos da suplementacdo com soro de leite sobre os
linfécitos de ratos Wistar. Cento e vinte animais foram divididos em 4 grupos (n =
30), sendo um grupo controle (C) e os demais suplementados com caseinato de
célcio (K), isolado protéico de soro de leite (I) e hidrolisado protéico de soro de
leite (H). Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais com agua e racdo a
vontade. Aos 18 dias de suplementacdo amostras de sangue foram recolhidas
para realizacdo de hemograma. Dez dias depois, os animais foram sacrificados e
os linfécitos mesentéricos retirados, contados em céamara de Neubauer e
incubados (5x107células/ml) em presenca de perdxido de hidrogénio. A viabilidade
celular foi avaliada antes e depois da incubagdo. Também foram avaliadas as
atividades enzimaticas da glutationa redutase (GSH-Red) e da glutationa
peroxidase (GSH-Px). Apesar de um maior consumo de ragdo, os animais do
grupo C nao foram os que apresentaram maior ganho de peso. Estatisticamente,
seu ganho de peso foi maior que o do grupo K, menor que do grupo | e ndo diferiu
significantemente do grupo H. Os animais do grupo H apresentaram numero de
linfécitos 134% maior quando comparado aos grupos | e K e 158% mais elevado

em relacdo ao grupo C. Na analise de sangue o numero de linfocitos (x103



celulas/uL) dos animais dos grupos H e | foram estatisticamente maiores que os
demais grupos. Os linfécitos dos animais do grupo H tiveram a sua viabilidade
diminuida apenas 4,08% apos incubagdo com peroxido de hidrogénio enquanto
que no grupo C a diminuicdo de viabilidade foi de 28,9%. A enzima GSH-Red dos
animais do grupo H (38,22 pmols . min-1. mg proteina-1) se mostrou maior que
dos animais do grupo C (17,64 pmols . min-1. mg proteina-1). Nao houve
diferencas entre os grupos na determinacdo de GSH-Px. Assim, verificou-se a
qualidade nutricional atribuida ao soro de leite e que este pode interferir no

metabolismo de linfdcitos.



ABSTRACT

The whey proteins have demonstrated some beneficial effects, as anticarcinogenic
activity, antiulcerogenic effect and immunostimulanting function. These
immunostimulanting properties have being related to the possible manipulation of
intracellular glutathione. The lymphocytes are important cells of the cellular and
humoral defense system. The aim of this work was to study the effect of the whey
proteins supplementation on lymphocytes of Wistar rats. One hundred and twenty
animals were randomly distributed in 4 groups (n = 30): one control group (C) while
the others were supplemented with calcium caseinate (K), whey protein isolated (1)
and whey protein hydrolysate (H). The rats were maintained in individual cages
with water and ration ad libitum. After 18 days of supplementation, blood samples
were collected for hemogram accomplishment. Ten days later, the animals were
killed and the mesenteric lymphocytes were counted in Neubauer’'s camara and
incubated (5x107células/ml) in the presence of hydrogen peroxide. The cellular
viability was evaluated before and after the incubation. The enzymatic activities of
glutathione reductase (GSH-Red) and of glutathione peroxidase (GSH-Px) were
also evaluated. Animals of group C had the highest feed consumption, although its
body weight gain was the same as group H, greater than group K and lesser than
group I. The group H animals have presented number of lymphocytes 134%
greater when compared with groups | and K and 158% more than group C animals.
The blood analysis have shown that the number of lymphocytes (x10° cells/uL) of

group H animals were bigger than the others groups.
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The viability of group H animals’ lymphocytes have reduced 4.08% after incubation
with hydrogen peroxide, whereas the reduction of the viability of group C animals’
lymphocytes was 28.9%. The GSH-Red enzyme of the animals of group H (38.22
pmols. min”. mg proteina’) was greater than the enzyme of group C animals
(17.64 pmols. min'. mg proteina”). There have not been found differences
between the groups in the determination of GSH-Px. Considering the results
obtained it can be concluded that some nutricional qualities attributed to whey
proteins were confirmed and that they can modify the metabolism of the

lymphocytes.
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Introducao

1 Introducao

Na atualidade o leite e seus derivados, como manteigas, iogurtes, queijos,
entre outros, sdo importantes componentes da dieta de todo o mundo, tendo
principal énfase na porcdo ocidental do globo e também em expansdo na Asia
(KAZUNORI; TSUDA, 2000). A média brasileira de consumo de leite integral no
ano de 2004 foi 327,25 g/per capita (FAO, 2006). O leite de origem bovina é o
mais consumido mundialmente. Porém, de acordo com a localizacao geogréafica,
pode haver uma variacdo, como no Oriente Médio, onde predomina o leite de
cabra, ovelha e camela, e na Asia, onde o leite tradicional ¢ o de bufala
(KAZUNORI; TSUDA, 2000).

O leite bovino € composto de 88% de agua e 12% de compostos sélidos. As
proteinas representam aproximadamente de 3,2 % e destas 80% sao caseinas e
20% sao proteinas do soro de leite.

O soro de leite historicamente foi considerado um subproduto da fabricacao
do queijo (DILLARD; GERMAN; WARD, 2002).

As principais proteinas encontradas no soro sdo o-lactalbumina e (-
lactoglobulina, que juntas representam de 70-80% das proteinas totais. Outras
proteinas também encontradas sdo a soralbumina, imunoglobulinas, preoteose-
peptona, lactoferrina, transferrina e enzimas (REGESTER et al., 1996; MCINTOSH
et al., 1998; KAZUNORI; TSUDA, 2000). Estas proteinas possuem elevado valor
nutritivo e demonstram excelentes propriedades fisiolégicas funcionais

(BOUNOUS; GOLD, 1991; BOUNOUS et al., 1993).



Introducao

As melhorias nos aspectos imunoldgicos observadas, causadas pela
ingestdo do soro de leite, sdo atribuidas a um aumento de glutationa (GSH)
intracelular, devido & grande concentracdo de aminoacidos sulfurados presentes
neste alimento, sdo substratos potenciais para a sintese de GSH.

A protecdo contra espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo sistema
glutationa vem ganhando grande destaque na pesquisas, € € citada por muitos
autores, incluindo reducado de peroxido de hidrogénio e formas reativas de
oxigénio que sdo normalmente formados pelo organismo e podem danificar o DNA
(SEN, 1997; ANDERSON, 1998; BRANDAO; FONSECA; FONSECA, 1999;
GRIFFITH, 1999; LU, 1999).

Além da protecdo contra EROs naturalmente presentes no nosso
organismo também temos diversas defesas efetivadas por células presentes em
nosso corpo. Neste grupo estdo presentes os linfécitos, células de grande
importancia ao sistema de defesa primario. Este fato pode ser facilmente
comprovado por animais de laborat6rio que tiveram diminuido seus linfécitos, por
drenagem crdnica da linfa do ducto toracico, e apresentam resposta imunoldgica
muito diminuida em relagdo a producdo de anticorpos na resposta primaria
(ROITT, 1995).

Considerando os aspectos relacionados ao soro de leite que o apontam
como um rico e variado composto de proteinas e a importante participagcdo dos
linfécitos no nosso sistema de defesa celular e humoral, destaca-se a importancia
em se estudar os efeitos da suplementacao com soro de leite nos linfocitos de

linfonodos mesentérios de ratos Wistar saudaveis em crescimento.



Revisao Bibliografica

2 Revisao bibliografica

2.1 Composicao do leite de origem bovina

O leite bovino é composto de 88% de agua e 12% de compostos sélidos,
oferecendo importante aporte nutricional com proteinas de alta qualidade, calcio,
fosforo, vitamina A, vitaminas do complexo B, principalmente riboflavina e

cobalamina (B12) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao Nutricional do leite integral de vaca, por 100 gramas de produto

comestivel.
Nutriente Leite de vaca
Agua (g) 87,99
Energia (Kcal) 61
Proteina (g) 3,29
Gordura (g) 3,34
Carboidrato total (g) 4,66
Célcio (mg) 119
Ferro (mg) 0,05
Magnésio (mg) 13
Fosforo (mg) 93
Potassio (mg) 152
Sodio (mg) 49
Zinco (mq) 0,38
Acido ascérbico (mg) 0,94
Tiamina (mg) 0,038
Riboflavina (mg) 0,162
Niacina (mg) 0,084
Acido pantoténico (mg) 0,314
Vitamina Bg (mQ) 0,042
Folato (ug) 5
Vitamina B 12 (uQ) 0,357
Vitamina A (ug EAR) 38
Colesterol (mg) 14

Fonte: JARVIS; MCBEAN; MILLER, 2000

De cada 100g de leite, 3,29g em média sdo proteinas, dentre as quais 2,63
g (aproximadamente 80%) sdo caseinas e 0,66g (aproximadamente 20%) séo

proteinas do soro.
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O leite estd se tornando conhecido como uma extraordinaria fonte de
componentes bioativos, proteinas complexas, lipidios, carboidratos e
polinucleotideos. A presenga abundante destes compostos torna o leite um
produto com ampla variedade de funcoes fisiologicas, protetoras e nutricionais
(DILLARD; GERMAN; WARD, 2002). Suas proteinas tém demonstrado um grande
nuamero de efeitos benéficos, incluindo melhora na absorcao de célcio, reducao da
pressao sangtinea, diminuicdo do risco de desenvolvimento de cancer, protecao
contra caries e melhora da fungdo imunolégica (JARVIS; MCBEAN; MILLER,
2000).

A qualidade das proteinas pode ser avaliada por parametros como valor
biolégico, utilizagdo de proteinas Uteis, digestibilidade de proteina corrigida pela

contagem de aminodcidos e quociente de eficiéncia protéica (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparagao da qualidade protéica das proteinas totais do leite, caseinas e do

soro.

BV* NPU PER PDCAAS

Leite 91 86 3,1 1,21
Caseinas 77 76 2,9 1,23
Proteinas do soro 104 92 3,6 1,15

BV: Valor biolégico

NPU: Utilizagao protéica liquida

PER: Quociente de eficiéncia protéica

PDCAAS: Digestibilidade de proteina corrigida pela contagem de aminoacidos
* No BV a proteina do ovo foi considerada como 100.

(JARVIS; MCBEAN; MILLER, 2000).
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2.2 Caseinas

A caseina pode ser simplesmente definida como a proteina precipitada por
acidificacdo do leite a um pH 4,6 a 20C. A caseina apresenta trés principais
fracoes: as1-caseina, (50% do total), B-caseina, (33%) e k-caseina (15%), tendo
ainda quantidades de y-caseina. A presenca de fosforo nas caseinas, incomum
em proteinas, permite classifica-las como fosfoproteinas (SGARBIERI, 1996). E a
composicao de fosfato que diferencia as fragdes de caseinas, «, B, x, que contém
10, 5 e 1 mols de fosfato respectivamente por mol de caseina (ESKIN, 1985).

O “casecidin”, obtido pela digestdo da caseina em pH neutro, foi apontado
como um dos primeiros peptideos de defesa purificados com atividade in vitro
contra Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplococcus pneumoniae e
Streptococcus pyogenes (LAHOV; REGELSO, 1996). Os derivados da caseina, a
B-caseina e a x-caseina foram apontados como peptideos anti-hipertensivos com
capacidade de inibirem a enzima conversora de angiotensina (ACE) (ARIYOSHI;
KOHMURA; NIO, 1990; KOHMURA et al., 1989). Além das propriedades acima o
tripeptideo x-caseina elevou de forma significativa a proliferagdo de linfocitos
periféricos sangtineo humano (KAYSER; MEISEL, 1996).

Os fosfopeptideos da caseina sao frequentemente encontrados em
complexo com fosfato de célcio (ADAMSON; REYNOLDS; RILEY, 1994). Este
complexo formado resulta no aumento da solubilidade, aumentando a absor¢ao de
célcio na porcado distal do intestino grosso, de acordo com estudos que

compararam animais alimentados com dieta com caseinas e animais alimentados
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com dietas com soja (KITTS; YUAN, 1994; KITTS et al., 1992; KITTS; YUAN,
1991).

Caseina também exibe acdo antioxidante demonstrando propriedade
inibitéria contra peroxidacao induzida por ferro, podendo aumentar a fase de
laténcia do processo de peroxidacado do &cido araquiddnico lipossomal. Todas as
unidades de caseina se mostraram ativas, mas a a-caseina demonstrou melhor
efeito (CAZZOLA; CERVATO; CESTARO, 1999).

Peptideos obtidos de caseinato de célcio exibiram atividade antioxidante em
todos os meétodos in vitro utilizados: método branqueamento do [-caroteno,
atividade sequestrante do superoxido anion, atividade sequestrante do radical de
1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) e atividade sequestrante do radical hidroxil. Estes
resultados sugerem que estes peptideos sdo uma boa fonte de antioxidantes
naturais (SAKANAKA et al., 2005). Além disto os peptideos de caseinato de calcio
também foram testados usando um modelo de carne contendo 15,8% de lipideos.
Neste caso os peptideos também se mostraram efetivos como antioxidantes
sugerindo sua utilizacdo no processamento de carnes, promovendo a prevengao
da formacado de sabor desagradavel e ainda aumentado a vida de prateleira

(SAKANAKA et al., 2005).
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2.3 Soro de leite bovino

O soro de leite pode ser definido como o liquido que permanece apos a
coagulacdo acida ou enzimatica da caseina, processo que ocorre durante a
fabricacdo do queijo (EIGEL et al., 1984; SGARBIERI, 1996; MCINTOSH et al.,
1998), historicamente considerado como subproduto indesejado (MCINTOSH et
al., 1998). Nos dias atuais, o soro de leite € visto com um rico e variado composto
de proteinas com fungcbes quimicas, fisicas, nutricionais e funcionais (SMITHERS
et al., 1996; BOUNOUS, 2000).

As proteinas do soro representam 20% do total de proteinas presentes no
leite bovino (SMITHERS et al., 1996; MCINTOSHI, 1998; BRANDAO; FONSECA;
FONSECA, 1999). As principais proteinas encontradas no soro séo o-lactalbumina
e B-lactoglobulina, que juntas representam de 70-80% das proteinas totais. Outras
proteinas também encontradas sdo a soralbumina, imunoglobulinas, preoteose-
peptona, lactoferrina, transferrina e enzimas (SMIHERS et al., 1996; MCINTOSHI
et al., 1998; KAZUNORI; TSUDA, 2000). Estas proteinas apresentam elevado
valor nutritivo e excelentes propriedades funcionais tanto no aspecto tecnoldgico
quanto fisiologico (BOUNOUS; GOLD, 1991; BOUNOUS et al., 1993; SGARBIERI,
1996).

Representando cerca de 50% das proteinas do soro, a B-lactoglobulina é
uma proteina globular, com estrutura primaria de 162 residuos de aminoé&cidos

(SGARBIERI, 1996). O interior da sua molécula é hidrofébico e a parte externa
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hidrofilica, sua desnaturagédo ocorre a temperatura de 75C e pH 2.5 (HARPER,;
MARSHALL, 1988).

A o-lactalbumina é a segunda proteina mais importante do soro, € a mais
termoestavel e de menor peso molecular. Duas variantes genéticas da o-
lactalbumina ja foram identificadas (A, B), porém, apenas a variante B, que contém
123 residuos de aminodacidos e trés pontes dissulfeto intramoleculares, foi
encontrada no leite bovino das ragas ocidentais (HARPER; MARSHALL, 1988;
SGARBIERI, 1996).

A soralbumina bovina parece ser idéntica a encontrada no soro sangtiineo,
apresenta um grupo sulfidrilo e 17 pontes dissulfeto intramoleculares (RENNER,
1989). Ela é sintetizada no figado e secretada no leite, representando 1-2% do
total das proteinas do leite (HORNE, 1990).

As imunoglobulinas sdo uma familia de proteinas com propriedades fisicas,
quimicas e imunolégicas semelhantes (IgG, IgA e IgM) (SGARBIERI, 1996). Em
estudos com ratos C3H/Hed alimentados com dietas de diferentes composicoes
de proteinas do soro de leite, a dieta que continha maior quantidade de
imunoglobulinas e soralbumina foi a que mais causou elevagao da concentracao
de glutationa foi (BOUNOUS, GOLD, 1991).

A lactoferrina € uma metaloproteina que possui a capacidade de fixar o
ferro na forma de quelato, exercendo no leite uma acao bacteriostatica contra
microorganismos patégenos que dependem do ferro livre (DILLARD; GERMAN;

WARD, 2002).
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A proteina do soro possui a maior quantidade de aminoacidos essenciais
quando comparada com outras fontes protéicas como ovos, caseina, carnes e
principalmente quando comparada com a soja (REGESTER et al., 1996).

Outros aminoacidos importantes que se destacam na composicao do soro
de leite sdo os sulfurados (metionina e cisteina), que possuem grande importancia
por estarem relacionados com a manutengao dos niveis de antioxidantes naturais
(REGESTER et al, 1996). Na Figura 1 estdo representadas as quantidades

destes aminoacidos presentes em alguns alimentos.

407 Il Total
E= Metionina
EE Cisteina
301

Quantidade de aminoacidos sulfurados
(mg de aminoéacido/g de alimento)

20 1
101
oA =3
soro de leite carne caseina soja

Figura 1 Quantidade de aminoéacidos sulfurados (cisteina e metionina) em alguns

alimentos protéicos (REGESTER et al., 1996).
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2.4 Propriedades tecnoldgicas do soro de leite

As proteinas do leite possuem diversas propriedades tecnolégicas de
aplicabilidade em escala industrial, como espumantes, emulsificantes,
geleificantes e formacao de fibras de proteinas (SGARBIERI, 1996).

O soro de leite atualmente estd presente em grande quantidade de
produtos alimenticios, como chocolates, bombons, recheios e coberturas e
sorvetes. A grande vantagem de sua utilizacdo é a flexibilidade que este produto
oferece em relacdo a seus componentes, concentracao de proteinas, minerais,
lactose e gorduras, que podem ser alterados em funcdo da necessidade do
produto no qual ele sera adicionado. Devido a seu 6timo valor nutritivo sua
presenca em alimentos como confeitos e guloseimas, consumidos principalmente
por criangas, vem sendo incentivada (DALLAS, 1999).

Além de todas essas vantagens, o soro ainda é eficiente na redugcao de
custos, quando comparado com as outras alternativas existentes. Ao utilizar o soro
€ possivel substituir em até 15-20% o uso de sdlidos do leite desnatado na

producao de sorvetes, por exemplo (USDEC, 1997).

11
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2.5 Propriedades fisiolégicas do soro de leite

Na literatura italiana do inicio do século 17 ja havia registros dos efeitos
benéficos do soro de leite a saude. Por muitos séculos o soro de leite fez parte da
cultura popular de varias sociedades e era utilizado na prevencao e no tratamento
de doencgas (BARICELLUS, 1603, apud MCINTOSH et al., 1998).

Em estudos com humanos e ratos Wistar, as proteinas do soro apresentam
diversos efeitos biolégicos, como, por exemplo, anticarcinogénicos e digestivo,
como atividade antiulcerogénica (MCINTOSH et al., 1998; ROSANELI, 2002).

Bounous e Gold (1991) realizaram um experimento no qual os ratos
C3H/Hed alimentados com diversos produtos comercias de proteinas do soro
tiveram resposta imunolégica humoral mais alta, de acordo com o método “Plaque
Forming Cell” (PFC) e maior nivel de GSH no bago, quando comparados com o0s
alimentados com a caseina. Outros trabalhos, como de Wong e Watson (1995),
também mostraram atividade imunomodulatéria elevada quando a proteina do
soro de leite concentrado (WPC) foi utilizada. Ratas BALB apresentaram
significante elevagdo da atividade imunomodulatéria em relagdo ao controle
suplementado com isolado protéico de soja (SPI), com aumento do numero de
leucocitos e da resposta secundaria, que foi medida através das concentragdes
séricas de anti-ovalbumina.

Em estudo com ratos com cancer de célon induzido por azoximetano, os
animais que foram alimentados com proteinas do soro apresentaram incidéncia de
cancer 32-42% menor quando comparados com 0s animais alimentados com

caseina (HAKKAK et al., 2001). No estudo de Mcintosh (1994) em ratos com

13
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cancer de célon induzido, o soro de leite foi comparado com diferentes fontes
protéicas como caseina, soja e carne vermelha, e demonstrou um papel protetor
contra o desenvolvimento de tumores no trato gastrintestinal.

Uma dieta rica em concentrado protéico do soro (WPC), quando comparado
com a carne vermelha, reduziu o ganho de peso de ratos Wistar em 4%, reduzindo
também a concentragdo insulinica do plasma em 40% e aumentando a
sensibilidade a insulina (BELOBRAJDIC; McINTOSH; OWENS, 2004).

A administragdo do WPC para ratos Wistar em uma Unica dose resultou em
uma reducao de 41% da taxa de leséo ulcerativa induzida por etanol e redugcao de
73% quando administrada em doses repetidas. Essa protecao parece estar
relacionada aos compostos sulfidrilos, que estimulam a sintese de glutationa
intracelular (ROSANELI et al., 2002).

Algumas proteinas do leite como a soralbumina, a-lactalbumina e a
lactoferrina s&o fontes do dipeptideo y-glutamilcisteina, que é uma fonte biolégica
para a sintese de glutationa celular. Elas demonstraram exercer individualmente
inibicdo das células tumorais (BRANDAO; FONSECA; FONSECA, 1999;
BOUNOUS, 2000).

Células epiteliais de prostata humana (RWPE-1) cultivadas com hidrolisado
protéico do soro de leite (WPH - 500 pug/mL) por 48 horas aumentaram a GHS em
64%, em comparacao ao controle, ao mesmo tempo em que a presenca de t-butil
hidroperoxido (TBHP - 64 puM) diminuiu a viabilidade dessas células em 95%,
enquanto que na presenca do WPH, a reducao da viabilidade celular foi de apenas

40% (BOMSER; HARPER; KENT, 2003).

14
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Bounous et al., (1993) e Micke et al., (2001) mostraram resultados positivos
do aumento de GSH intracelular, em pacientes portadores de HIV, apos
suplementacdo com soro de leite bovino. No primeiro estudo foram testados dois
produtos comerciais a base de soro de leite ingeridos pelos pacientes por 14 dias
ininterruptos. Em ambos tratamentos houve um aumento de cerca de 32% na
concentracao plasmatica de GSH (1,97 uM para 2,65 uM), em relacdo a
concentracao antes da suplementacao. No segundo estudo os pacientes ingeriram
um produto comercial a base de soro de leite diariamente por 3 meses e, além de
apresentarem um aumento progressivo de ganho de peso (de 2 a 7 Kg), tiveram
aumento do nivel de glutationa, sendo que um paciente o aumento foi de 70%
(10,22 mmol — 107 células para 17, 04 nmol — 10’ células) alcancando a
normalidade (MICKE et al., 2001).

Assim o aumento da glutationa intracelular (GSH) tem sido apontado como
o responsavel pelas acbdes benéficas encontradas em estudos com soro de leite
bovino. Este fato é atribuido a elevada concentragcdo de aminoacidos sulfurados
(cisteina e metionina) que parecem ser 0s responsaveis pela sintese da glutationa,
tripeptideo com funcdo antioxidante e desintoxicante que possui a capacidade de
proteger o organismo de determinadas doengas, como cancer € pProcessos

infecciosos (BOUNOUS; GOLD, 1991; PACHECO; SGARBIERI, 1999).

15
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2.6 Glutationa

A glutationa foi descoberta em 1888 por De Rey-Pailhade, que a nomeou
de “philothion”, palavra grega que significa amor e sulfurado. Este primeiro nome
foi escolhido depois de realizados os primeiros experimentos que mostraram que o
novo composto reagia espontaneamente com um elemento sulfurado.
Posteriormente foi descoberto que a prépria molécula do composto continha
sulfurados e o nome glutationa foi proposto por Hopkins (1921), que imaginava
que a entdo nomeada glutationa era um dipeptideo e somente em 1930 o0 mesmo
pesquisador e colaboradores reconheceram-na como um tripeptideo (HOPKINS,
1921; DE REY-PAILHADE, 1888 apud MEISTER, 1991).

Glutationa (GSH) é um tripeptideo formado de L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina.
Este peptideo, com uma ligagdo gama, apresenta fungao protetora do tripeptideo
de degradacao pelas aminopeptidases (ANDERSON, 1998; SIES, 1999). Este
tripeptideo é encontrado na maioria dos mamiferos e em muitas células
procarioticas, € o tiol intracelular mais abundante (ANDERSON, 1998). As células
procarioticas possuem o0s trés maiores reservatérios de GSH: quase 90% se
encontra no citosol, 10% na mitocondria e uma pequena porcentagem no reticulo
endoplasmatico (MEREDITH; REED, 1982; HWANG; LODISH; SINSKEY, 1992)

Apés ser sintetizada no figado, a GSH pode ser transportada através de
membranas bioldgicas, principalmente o plasma, e através deste € distribuida aos

outros tecidos (BARTOLI; SIES, 1978; KAPLOWITZ et al., 1996).
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2.6.1 Funcoes da Glutationa

A GSH apresenta diversas fungdes importantes para o organismo, dentre
elas podemos destacar:
e detoxificagdo (conjugacao) de xenobidticos e seus metabdlitos;
e manutencdo do balango redox intracelular e dos grupos sulfidrilas das
proteinas;
e equilibrio da ligacao dissulfeto com a célula;
e diversos processos metabodlicos também sao relacionados as fungdes da
glutationa, como atividade enzimatica e atividade de transporte de
aminoacidos;
e A protecao contra espécies reativas de oxigénio.
A enzima glutationa transferase catalisa a conjugacdo da glutationa a
compostos com centro eletrofilicos, promovendo a eliminagdo de xenobiéticos,

como nos mostra o esquema abaixo (BRANDAQO; FONSECA; FONSECA, 1999).

e Gl Gl » v-Glu-CyS-Gl
+(yGuCyS GY) GSH S-transferase = T/ ’

X
v-Glu

M CySH-Gly » CyS-X

v-glutamiltranspeptidase dipeptidase

X

N-acetilase » N-acetyl-Cys-X (acido mercapturico)

Na qual:
v-Glu-CySH-Gly: molécula da glutationa;

X: compostos com centro eletrofilico

17
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A glutationa também ¢é essencial na manutengdo do balango redox
intracelular e dos grupos sulfidrilas das proteinas (HWANG; LODISH; SINSKEY,
1992). O equilibrio da ligacao dissulfeto com a célula é conhecido como regulador
de diversos processos metabdlicos também relacionados as fungdes da glutationa,
como atividade enzimatica e atividade de transporte de aminoacidos (DeLEVE;
KAPLOWITZ, 1991; GREENE; HUTTER; TILL, 1997).

A protecao da glutationa contra EROs, que sdo normalmente formados pelo
metabolismo vem ganhando grande destaque na pesquisas e € citada por muitos
autores (SEN, 1997; ANDERSON, 1998; GRIFFITH, 1999; LU, 1999)

As propriedades de protecdo da glutationa podem estar relacionadas a
reducdo de peroxidos de hidrogénio, radicais livres e formas reativas de oxigénio,
que podem danificar o DNA (BRANDAO; FONSECA; FONSECA, 1999).

O esquema representado abaixo mostra a forma de agao da glutationa para

neutralizar os hidroperéxidos:

2GSH + ROOH—%SHRX  GSSG + H,O + ROH
H* +GSSG + NADPH—CS"Red 5 GSH + NADP

Esta protecdo ocorre quando duas moléculas de GSH reagem com
hidroperdxidos, com a catalise da glutationa peroxidase (GSH-Px), formando uma
ponte dissulfeto entre as duas moléculas e gerando glutationa oxidada (GSSG). A
glutationa reduzida deve ser regenerada para continuar reagindo e defendendo a
célula. Esta reacgao, catalisada pela glutationa redutase, resgata duas moléculas

de GSH (BODANSZKY; WIELAND, 1991; BOMSER; HARPER; KENT, 2003).
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E importante para a defesa celular contra o estresse oxidativo a
manutencao da relacdo GSH:GSSG, na qual uma alta concentragao intracelular
de GSH deve ser mantida para que se tenha étima protegcdo antioxidante. A
concentracao desejavel de GSH pode variar de 90 a 99%, dependendo do tecido e
do estado de saude do individuo (ANDERSON, 1985; BOMSER; HARPER; KENT,
2003).

Ha dois principais mecanismos envolvidos para manter a concentracao de
GSH nos niveis considerados ideais: a reducao de GSSG para a forma ativa
reduzida GSH e a sintese de GSH reduzido usando y-glutamilcisteina sintetase e

glutationa sintetase (SEN, 1997; ANDERSON, 1998; GRIFFITH, 1999; LU, 1999).

2.6.2 Glutationa Peroxidase (EC 1.11.1.9)

A glutationa peroxidase (GSH-Px) é uma enzima celular selénio-
dependente que catalisa a reducdo de peroxidos de hidrogénio e lipoperdxidos
usando GSH como fornecedor de elétrons (BALBOA; MIRANDA; PREGO,1997;
VEGA et al., 2003). A GSH-Px plasmatica parece ser sintetizada pelos néfrons,
sendo os rins seu principal produtor (VEGA et al., 2003).

Existem 3 formas de GSH-Px: 1) intracelular (GSH-Px-c); 2) extracelular,
plasmatica (GSH-Px-p); 3) com atividade especifica para fosfolipoperoxidos (GSH-
Px-PH) (AVISSAR et al, 1992). A GSH-Px-c e GSH-Px-p sado enzimas
tetramétricas, contendo cada uma um atomo de selénio em ligacao covalente a

uma molécula de cisteina (BALBOA; MIRANDA; PREGO,1997). A GSH-Px-PH é
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monomeérica, também possui um atomo de selénio e apresenta atividade catalitica
(TAKAHASHI et al., 1990).

Alteracbes da GSH-Px poderdo aumentar os niveis de H>O, e de
lipoperéxidos, situacdo que pode ser prejudicial para as células e para o
organismo. Estas alteragcbes podem ser encontradas em inimeras enfermidades
como cancer, isquemia, diabetes mellitus tipo 1 e catarata, e processos
fisiolégicos, tais como gravidez e transplantes (BALBOA; MIRANDA;

PREGO,1997).

2.6.3 Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2)

A glutationa redutase (GSH-Red) € uma enzima que catalisa a redugéo da
glutationa oxidada (GSSG) para GSH consumindo NADPH (VEGA et al, 2003). E
uma enzima sensivel ao estresse oxidativo, como demonstrou o experimento de
Barker et al. (1996), que apds deplecdo de GSH, como conseqiéncia de
tratamento L-butionina sulfoximina (L-BSO) houve diminuicdo da atividade da

glutationa redutase, enquanto que a glutationa peroxidase e transferase se

mantiveram iguais ao grupo controle.
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2.7 Estratégias para ajustar glutationa intracelular

O aumento de GSH intracelular pode ser benéfico em condi¢cdes nas quais
esta esteja presente em baixas concentracdes. Isto € muito significante quando
relacionado a doencas como cancer e AIDS. Varios estudos demonstram que a
ingestao de soro de leite ou a adicao deste em células cultivadas é capaz de
elevar de forma eficiente a glutationa celular (BOUNOUS et al., 1993; MICKE et
al., 2001; BOMSER; HARPER; KENT, 2003).

A diminuicao da glutationa intracelular € uma das primeiras consequéncias
da infeccao por HIV (BUHL et al., 1989), sendo o aumento de GSH um importante
alvo para uma terapia complementar em pacientes infectados.

Para que a sintese de GSH ocorra, seus aminoacidos formadores devem
estar presentes, sendo a cisteina o aminoacido limitante (NISHIUCH et al., 1976;
SEN, 1997; ANDERSON, 1998; GRIFFITH, 1999; LU, 1999). Administrar cisteina
poderia ser um das maneiras mais simples de aumentar este composto.
Entretanto cisteina foi relatada como téxica em cultura de células (NISHIUCH et
al., 1976), e em ratos recém nascidos (HO; OLNEY; RHEE, 1971). Por enquanto
0s mecanismos de toxicidade ainda nao foram explicadas e, portanto outras
possibilidades devem ser exploradas (ANDERSON, 1998).

Derivados da cisteina que sejam facilmente transportados e efetivamente
convertidos em cisteina no organismo, que nao sejam toxicos e facilmente
metabolisados sao ideais para substituir a cisteina. O composto n-acetil-cisteina
(NAC) é um precursor da biosintese da glutationa e vem sendo largamente

utilizado. Ele é transportado para dentro das células, onde deve ser diacetilado
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para cisteina, podendo entdo ser utilizado na biosintese da GSH (MEISTER,
1991). Em estudo de Bomser, Harper e Kent (2003) o tratamento de células
epiteliais da prostata humana com NAC (500 puM) aumentou em 88% a
concentracao de GSH.

Uma outra opcao seria a metionina, que pode ser convertida em cisteina
através da via de transsulfuracdo que ocorre exclusivamente no figado. Porém
esta via pode nao estar ativa em pacientes com doengas do figado e em recém
nascidos (ANDERSON, 1998).

Dietas ricas em cistina também podem elevar GSH tecidual (BOUNOUS,
2000), pois a cistina é a forma dissulfeto da cisteina, podendo ser reduzida —
resultando em dois mols de cisteina - e posteriormente usada na sintese de GSH
(COOPER; HABER; MEISTER, 1982; ANDERSON; MEISTER, 1987). Desta
maneira o soro de leite fornece cisteina para a sintese de GSH. A maioria das
proteinas encontradas no soro de leite sdo ricas em cistina: B-lactoglobulina
possui 2 cistinas por molécula, o-lactalbumina possui 4 cistinas por molécula e a

soralbumina bovina possui 17 cistinas por molécula (HA; MORR, 1993).
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2.8 Linfocitos

Os leucécitos (células brancas do sangue) sdo agentes imunes formadores
do sistema de defesa, que se diferenciam em seis tipos, sendo os neutréfilos
polimorfonucleares responsaveis por 62% e os linfocitos 30% (GUYTON, 1981). O
adulto humano normal possui cerca de 10% de células linféides e os tecidos
linféides representam aproximadamente 2% do peso corporal total (BROSTOFF;
MALE; ROITT, 1999).

Os linfécitos sdao uma populacdo circulante, produzidos em grandes
quantidades nos 6rgaos linféides primarios (timo e medula éssea). Algumas
células migram através da circulacdo para os tecidos linféides secundarios
(linfonodos, baco, amidalas e tecido linféide associado as mucosas) (ROITT,
1995). Sua distribuicdo pelo corpo permite uma defesa eficaz contra
microorganismos invasores e toxinas antes que se espalhem extensivamente.

Os linfécitos sé@o diferenciados em 2 tipos: linfécito B, origindrio da medula
Ossea e linfocito T, originario também da medula 6ssea, porém sofre maturagéo no
timo. Eles promovem dois sistemas de defesa complementares, imunidade
humoral, mediada pelas células B e imunidade celular, mediada pelas células T
(GUYTON, 1981). Os linfécitos B se desenvolvem para formar a linhagem de
células plasmaticas, que quando maduras sintetizam e secretam ativamente
anticorpos direcionados para atuar contra infecgcdes bacterianas e virus
extracelulares (ROITT, 1995). Os linfécitos T, apdés serem estimulados, se
proliferam e se diferenciam, ampliando a resposta celular que depende de dois

principais mecanismos: geracao de células citotoxicas e a liberacao de fatores
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soluveis biologicamente ativos, chamados de linfocinas, que modulam o
comportamento de outras células como mondcitos e macréfagos (ROITT, 1995). O
sistema celular destréi as células dos hospedeiros infectadas por virus, parasitas e
tecidos transplantados, formando linfécitos sensibilizados (ABBAS; LICHTMAN;

POBER, 2003).

2.8.1 Linfécitos e espécies reativas de oxigénio

As ROS sao metabdlitos de oxigénio altamente ativos que incluem
superéxido anion, radical hidroxil e H2O,. Eles possuem a capacidade de reagir
com lipidios, proteinas e acidos nucléicos e assim predispor as células para morte
(BREEN; MURPHY, 1995; DAVIES, 1987; KAGAN, 1988). Porém células
aerdbicas desenvolveram sistemas moleculares nos quais podem assegurar sua
propria sobrevivéncia e também proteger suas fungoes fisioldgicas. Deste modo
as células do sistema imunoldgico aprenderam a usar ROS como armas contra
microorganismos patogenos. As ROS séo principalmente formadas nos fagécitos,
neutréfilos, macréfagos ativos e por linfocitos T através de estimulacdo de seus
receptores de antigenos (DEVADAS et al., 2002) e utilizados para formar
oxicianetos que prejudicam bactérias ingeridas (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2003).

Neutréfilos e macréfagos sdao conhecidos por formar a primeira linha de

defesa contra patégenos intrusos, essas células produzem grandes quantidades
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de HO, durante o metabolismo oxidativo. Até agora o papel do metabolismo
oxidativo é de eliminar bactérias com a geracao de ROS (RETH, 2002).

Estas espécies de oxigénio microbicidas nao distinguem as células préprias
e a dos microorganismos. Assim quando esses produtos passam para 0 meio
extracelular eles podem causar danos aos tecidos e provocar respostas
inflamatoérias. Isto pode ocorrer, por exemplo, quando os neutréfilos e macrofagos
estiverem fortemente ativos e grandes quantidades de ROS sao libertadas

(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

2.8.2 Linfécitos e GSH

Estudos realizados in vitro das fungdes dos linfécitos tém direcionado para
descobertas empiricas de que estas fungdes sejam potencializadas por tidis
(ANDERSON; MEISTER, 1983; BANNAI; ISHII; SUGITA, 1987; DROGE; ROTH,
1987).

Células T leucémicas foram pré-incubadas com compostos tiols seguido de
adicao de &cido retindico (RA), que inibe o crescimento dessas células levando-as
a apoptose. A taxa de reducao foi diminuida significativamente pela pré-incubacao
com compostos tiols, especialmente com a GSH, resultando na completa
restauracdo do crescimento apesar do efeito inibitéorio do RA. Nenhuma
restauracao de crescimento foi obtida nas células ndo tratadas, sugerindo que a

GSH cooperou para manter a regulacdo do estado redox contra oxidantes, e,
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portanto, promovendo o crescimento e a viabilidade dos linfocitos (MIYATAKE et
al., 2000)

As funcbes dos linfécitos T podem ser potencializadas in vivo pela
administracdo de glutationa (DROGE et al, 1986). Fato que também foi
demonstrado em estudos de deplecao do “pool” de glutationa por BSO, situacao
na qual ocorreram dramaticas consequiéncias em varias funcdes de linfécitos
(DROGE; GMUNDER, 1991).

Linfocitos T e B de ratos se comportam de forma diferente em relacao a
GSH. Apods exposicao de 30 minutos a um agente oxidante (diamida 100 uM),
ambos tiveram queda de 100 para cerca de 11% na concentracdo de GSH. Apos
75 minutos sem o agente oxidante e em meio de cultura adequado, os linfécitos T
recuperaram 63 % enquanto que os linfécitos B apenas 32 % da GSH inicial
(LAWRENCE; NOELLE, 1981).

Considerando os aspectos relacionados ao soro de leite que o apontam
como um rico e variado composto de proteinas, cujo elevado valor nutritivo e
propriedade funcional regulam a atividade imunomodulatéria e a participagcao dos
linfécitos no nosso sistema de defesa celular e humoral, resolveu-se estudar os
efeitos de sua suplementacdo nos linfocitos de linfonodos mesentérios de ratos
Wistar saudaveis em crescimento.

Assim, nosso objetivo geral foi estudar os efeitos da suplementacdo com
proteinas de soro de leite bovino sobre os linfécitos de ratos Wistar. Com relagao
aos objetivos especificos, destacam-se:

e Estudar os efeitos das proteinas isolada e hidrolisada de soro de leite em

linfécitos de ratos Wistar;
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e Verificar a influéncia das proteinas de soro de leite sobre a viabilidade
celular dos linfécitos;

e Verificar os efeitos das proteinas do soro de leite bovino sobre a atividade
enzimatica da glutationa peroxidase e glutationa redutase;

e Estudar os efeitos da oxidagao induzida por peréxido de hidrogénio sobre a

viabilidade celular dos linfécitos.
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3 Material e métodos

3.1 Suplementos

3.1.1 Caracterizacao das Fontes Protéicas Utilizadas

O caseinato de célcio (Tabela 3), DMV International, € um produto de boas
propriedades emulsificantes e estabilizantes, possui gosto e aroma neutro.
Apresenta uma proteina com alto valor biolégico e alta digestibilidade. Optou-se
por esta proteina controle ja que ela é mais sollUvel que a caseina, o que facilita a
administracdo do composto por gavagem. Este produto foi gentilmente doado pela
empresa Nuteral, Industria de Formulagdes Nutricionais, Fortaleza.

A proteina isolada do soro de leite (ALACEN ™ 895), New Zealand Milk
Products, & recuperada por troca ibnica e ultrafitracdo e, devido a esses
processos, possui baixos teores de lactose e gordura. Apresenta cor amarelo
claro, um sabor suave, boas propriedades nutricionais, excelente capacidade
gelificante e de aeracao além de ser soluvel em diversas faixas de pH.

A proteina hidrolisada do soro de leite (ALACEN ™817), New Zealand Milk
Products, é produzida através de tratamento enzimdtico controlado do
concentrado protéico do soro de leite, resultando em aminoacidos, peptideos e
polipeptideos. Uma vez que a hidrélise enzimdtica € um processo brando, os
aminoacidos essenciais permanecem intactos e as proteinas mantém seus valores

nutricionais. Este produto apresenta excelentes caracteristicas nutricionais (PER =
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2,8), otimas propriedades emulsificantes, boa solubilidade e suporta altas
temperaturas. Sua cor € amarelo claro e seu sabor é suave.

Os dois dultimos suplementos (isolado e hidrolisado protéico) foram
gentilmente cedidos pelo Laboratério de Fontes Protéicas, Departamento de
Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP,

coordenado pelo Professor Dr. Jaime Amaya-Farfan.

Tabela 3 — Composicédo centesimal e grau de hidrélise dos suplementos caseinato de
célcio (K), isolado protéico do soro de leite (I) e hidrolisado protéico do soro de leite (H).

Grupo ? Proteinas (%) Gordura (%) Cinzas (%) Umidade (%) GH ° (%)

K 90,1 0,8 3,9 5,4 -
I 90,2 0,3 2,1 6.8 -
H 85,2 3,1 3,2 7,2 10

@ K: caseinato de célcio; I: isolado protéico do soro de leite; H: hidrolisado protéico
do soro de leite.
® GH: grau de hidrdlise.

3.1.2 Composicao Centesimal

As andlises de proteinas e cinzas foram realizadas segundo o método
descrito pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). Os lipideos
foram determinados conforme metodologia de Bligh e Dyer (1959) e o grau de

hidrélise pelo método de Acido Trinitrobenzenosulfénico (TNBS) (NISSEN, 1979).
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3.1.2.1 Determinacao da concentracao protéica pelo método de semi-micro

de Kjeldahl:

O método de Kjeldahl determina o nitrogénio organico total, isto é, o
nitrogénio protéico e nao protéico organico. A razao entre o nitrogénio medido e a
proteina estimada depende, entre outros fatores, da amostra avaliada. Para
converter o nitrogénio medido em proteina devemos multiplicar o valor encontrado
por um fator especifico para cada tipo de proteina, que é dependente da
quantidade média de nitrogénio dela. Quando este fator ndo é conhecido utiliza-se
6,25 como fator de conversdo de nitrogénio total, uma vez que a maioria das
proteinas possuem em média 16% de nitrogénio (100/16 = 6,25). Para
determinagéo da proteina da dieta empregou-se o fator 6,25 enquanto que para os
produtos lacteos foi utilizado o fator especifico para este grupo de alimento, 6,38.

Este método baseia-se na transformacdo em sulfato de amoénio do
nitrogénio contido nas substancias nitrogenadas da amostra quando esta é
digerida com acido sulfdrico concentrado na presenca dos catalisadores sulfato de
potassio anidro (KoSO4) 95% e sulfato de cobre anidro (CuSQO4) 5%. Quando a
mistura atingir 100C sua temperatura deve ser elevada em 50C a cada 30
minutos até atingir 350C. A digestdo se completa quando a solugdo em
aquecimento se tornar translicida, levemente azulada. Apds esfriamento ocorre a
destilacdo em um destilador de nitrogénio. Assim, ap6s a neutralizacao da solucao
com adicao de 20mL de hidréxido de sédio (NaOH) 50%, esta é levada a ebulicao

e recolhida em um Erlemeyer de 250 mL, contendo 10 mL de acido borico 2%
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(H3sBO3) e 3 gotas do indicador de Andersen, para a destilacao da aménia. Depois
de recolhidos cerca de 100 mL do destilado, faz-se a titulacdo do borato de
amoénia formado (coloracao verde) com &acido cloridrico (HCI) 0,02 N padronizado
até transformagado para cor rosa. A porcentagem de nitrogénio € obtida pela
seguinte equacao:

VHCI branco) X fator X 100 X NHCZ

peso da amostra (g)

%N — (VHC[ amostra

Onde:

VHcl amostra = VOlume do HCI utilizado para titulacdo da amostra;

VHel branco = VOlume de HCI utilizado para titular os componentes do método
sem amostra;

Nxc) = normalidade exata do HCI utilizado.

3.1.2.2 Determinacao de lipideos pelo método de Bligh e Dyer:

Este € um método de extragdo de gordura a frio que utiliza uma mistura de
trés solventes: cloroférmio, metanol e agua.

Apés pesagem da amostra adiciona-se lentamente 10 mL de cloroférmio,
20 mL de metanol e 8mL de agua destilada. O cloroférmio ira solubilizar os
lipideos, enquanto o metanol ira romper as associacdes lipideos-proteinas
liberando-os, em proporcao tal que um sistema miscivel (monofasico) é formado
com agua. Em seguida o tubo é fechado, vedado e agitado (agitador rotativo) por

30 minutos. Posteriormente, outros 10 mL de cloroférmio sdao adicionados com
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mais 10 mL de sulfato de sodio 1,5% e a solucéo é agitada vigorosamente por 2
minutos e deixada em repouso para que as fases se separem naturalmente. Neste
momento o sistema monofasico se separa formando um sistema bifasico, sendo
uma camada cloroférmica, mais pesada, contendo os lipideos e uma metandlica
contendo agua e os compostos nao lipidicos, a qual deve ser aspirada e
descartada. Posteriormente, 1g de sulfato de sédio é adicionado a fase lipidica e o
conteldo é filtrado para um tubo de 30 mL. Parte do filirado (5 mL) é transferido
para um Becker previamente tarado e colocado em estufa a 100C para evaporar
o solvente. Apds o esfriamento do Becker, a amostra é novamente pesada e a

quantidade de lipidios é determinada por gravimetria (BLIGH; DYER, 1959).

3.1.2.3 Determinacao da concentracao de cinzas de acordo com método da

AOAC

A determinagdo de cinzas fornece uma indicacdo do teor de elementos
minerais contidos na amostra. Para tal, a amostra deve ser pesada em um
cadinho de porcelana e carbonizada de forma suave em um bico de Bunsen até
cessar o desprendimento de fumacga. Apds a carbonizacdo a amostra é colocada
no forno de mufla a temperatura de 550C e calcinad a até a obtencao de cinzas
claras. Apés o esfriamento do cadinho a amostra € novamente pesada e a

quantidade de cinzas é determinada por gravimetria (AOAC, 1995).
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(g ) - pesocadinho (g ) * 100

(g)

peso

amostra+cadinho final

peso

Yocinzas =

amostra inicial

3.1.2.4 Determinacao umidade de acordo com método da AOAC

A umidade é obtida por diferenca, levando-se em consideracao a

porcentagem de sélidos totais, segundo a férmula (AOAC, 1995):

Youmidade =100 — %saolidos totais

A porcentagem de sélidos totais, por sua vez, é determinada depois que a
amostra é seca em estufa (105C por 6 horas) e pesada apods resfriar em
dessecador. O célculo para a obtencdo da porcentagem de soélidos totais €

efetuado inserindo-se os valores obtidos na equacgao de porcentagem de cinzas.

3.1.2.5 Acido Trinitrobenzenosulfonico (TNBS)

O grau de hidrélise é definido como a percentagem de ligages peptidicas
clivadas, que esta relacionada a concentragcdo de grupos aminas primarios.
Basicamente este método € um ensaio espectrométrico que forma um cromaéforo
pela reacdo do TNBS com aminas primarias. Esta reagdo ocorre sob condi¢des

alcalinas e € interrompida abaixando-se o pH.
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Para realizacdo do método as amostras devem ser previamente preparadas
diluindo-as em dodecil sulfato de sédio (SDS), um agente desnaturante, e
posteriormente 0,250 mL de uma solucao contendo entre 0,25 x 103 e 2,5 x 103 de
amino equivalente/L deve ser adicionada. Na sequiéncia, a mistura é transferida
para um tubo com 2 mL de tampao fosfato a pH 8,2 e 2 mL de solugcao de TNBS
0,10%, que é agitado e levado ao banho-maria no escuro por 60 minutos a 50<C.
Para finalizar a reacao 4 mL de HCI 0,1 N é acrescentada. Apds o resfriamento até
a temperatura ambiente por 30 minutos faz-se a leitura a 340 mm em
espectroémetro utilizando agua como branco. Uma solugdao de 1500 mM L-leucina
¢ utilizada como padrao. Para se obter a porcentagem do grau de hidrélise aplica-

se a seguinte formula:

h*100%
h hot

Grau de hidrélise =

Onde:
h = quantidade de aminas livres

h hot = fator especifico para cada tipo de proteina
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3.2 Ensaios Bioldgicos

3.2.1 Condicoes Experimentais

Os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratério de Ensaios
Bioldgicos, Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Engenharia de
Alimentos, UNICAMP. Os animais foram acomodados em gaiola de ago inox
individual para crescimento. Agua e alimentagao, racdo comercial Labina (Purina),
foram oferecidas sob o sistema de livre acesso durante todo o experimento. A
temperatura permaneceu a 23C + 2C, a umidade rela tiva entre 60-70% e o ciclo
claro-escuro de 12 horas, acendendo as luzes as 7:00 e apagando as 19:00.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
na Experimentacdo Animal (CEEA-IB/UNICAMP) — Protocolo n° 805-1

(06/04/2005) (Anexo 1).

3.2.2 Ensaio preliminar

Este ensaio teve como objetivo determinar a concentracao de peroxido de
hidrogénio a ser utilizada no ensaio biol6gico. Foram utilizados 16 ratos Wistar
adquiridos no Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica, UNICAMP, com
idade de 21 dias, peso médio de 48,969 + 4,53g. Os animais ficaram em periodo

de crescimento por cerca de 40 dias, atingindo peso médio de 281,89 + 14,58¢.
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Apos este periodo eles foram sacrificados e seus linfocitos mesentéricos foram

utilizados para o estudo de concentracao de peréxido de hidrogénio.

3.2.3 Ensaio biolégico

O experimento teve duracado de 38 dias, sendo 10 dias para adaptacao e
crescimento dos animais e divisdo dos grupos. Durante 28 dias os animais foram
suplementados com as diferentes proteinas por gavagem. A quantidade
suplementada foi calculada como 20% da média protéica ingerida através da dieta
comercial. O volume de 4gua seguiu 0 mesmo raciocinio.

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos de 30 dias com peso médio de
92,739 + 7,91g adquiridos no Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica,
UNICAMP. Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 30 animais cada, e
nomeados conforme o suplemento administrado:

e GRUPO C (Controle): Sem suplementacao. Este grupo recebeu agua.
e GRUPO K: Suplementagédo com caseinato de célcio;
e GRUPO I: Suplementagé&o com isolado protéico do soro de leite;

e GRUPO H: Suplementacédo com hidrolisado protéico do soro de leite.
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3.2.3.1 Balanco nitrogenado

O balanco de nitrogénio foi determinado para avaliar a qualidade das
proteinas consumidas pelos animais, que inclui a dieta comercial em conjunto com
a suplementagado. Este indice também é importante para verificar a utilizacao
destas proteinas em uma dieta hiperprotéica.

Para esta determinacao, os animais foram transferidos no quinto dia depois
de iniciada a suplementacdo para gaiolas metabdlicas individuais, que permitem a
coleta de fezes e urina, separadamente, isentas de particulas de alimentos.
Durante 4 dias foram coletadas fezes e urinas para quantificagdo do nitrogénio
excretado. A quantidade de nitrogénio ingerido foi determinada pelo consumo
alimentar. Assim, o balango nitrogenado (BN) € calculado pela diferenga entre o
nitrogénio ingerido (NI) e a soma do nitrogénio excretado nas fezes (NF) e urina
(NU):

BN = NI —(NF +NU)

Para esta andlise foi utilizada amostra de 10 animais por grupo.

3.2.3.2 Quociente de Eficiéncia Protéica (PER)

O PER é o quociente de eficiéncia protéica, calculado a partir da divisdo do

ganho de peso, em gramas, pela quantidade de proteina ingerida. Este método
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encontra-se descrito no AOAC e foi padronizado para o uso em animais recém
desmamados, que devem ser alimentados durante 28 dias e mantidos em gaiola
individual. E recomendado que o consumo de proteina fique por volta de 10%.
Apb6s a coleta de dados de ganho de peso e consumo de proteinas faz-se o

seguinte calculo:

PER = ganho de peso(g)

proteina consumida(g)

3.2.4 Analise de sangue

O sangue de 40 animais (n = 10 para cada grupo) foi coletado por pungao
retro-ocular para realizacdo de um hemograma. A andlise foi gentilmente realizada
pelo Laboratério de Rotinas Hematoldgicas, Hemocentro, Faculdade de Ciéncias
Médicas, UNICAMP, coordenado pela Professora Dra. Marcia Torresan Belamain
sob a responsabilidade da bidloga Ménica Almeida Falconi. O equipamento
utilizado para esta analise foi o ADVIA ™ 120, Bayer (Irlanda).

O equipamento funciona através de laser e utiliza dois métodos de analise,
basolaridade e peroxidase:

A) As reacbes citoquimicas do método de basolaridade (Figura 2A) ocorrem
em dois passos:

1. Células vermelhas e plaguetas sdao rompidas utilizando o reagente

ADVIA™120 BASO.
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2. O citoplasma de todas as células brancas, exceto basofilos, € lisado
utilizando o reagente ADVIA™ 120 BASO e a temperatura na camara de
reacao sofre aumento.

As células brancas sao retiradas e categorizadas como mononucleares ou
polimorfonucleares, baseado na forma e complexidade de seus nucleos. Os
basoéfilos intactos podem ser facilmente distinguidos de pequenos nucleos

celulares.

Baso

Mononucleares «
Polimorfonucleares

Figura 2 A - Andlise de sangue por basolaridade pelo equipamento ADVIA TM 120.

B) As reagbes citoquimicas das andlises pelo método de peroxidase (Figura
2B) ocorrem em 3 passos:
1. Células vermelhas sdo rompidas utilizando o reagente ADVIA™120
PEROX 1 e alta temperatura na camara de reacao.
2. Células brancas sao fixadas utilizando o reagente ADVIA™120 PEROX

1.
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3. Células brancas sao coradas utilizando os reagentes ADVIA™120
PEROX 2 e ADVIA™120 PEROX 3.

Assim, as células brancas sao identificadas baseadas no tamanho e nas
diferentes intensidades das reacdes de peroxidase. Neutrofilos, eosindfilos, e
mondcitos sao marcados de acordo com seus niveis de atividade de peroxidase.
Como linfocitos, basolfilos e algumas células grandes nao apresentam peroxidase,
estas células permanecem nao coradas.

Também foi realizada uma analise microscépica da amostra de sangue para

confirmar os valores percentuais e absolutos dos linfécitos (dados ndo mostrados).

Perox

> Neutréfilos
Monécitos¢

» Eosindfilos

Linfécitose

Figura 2 B - Analise de sangue por peroxidase pelo equipamento ADVIA TM 120.
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3.2.5 Obtencao dos linfocitos

Ap6s 28 dias de suplementacdo os animais foram sacrificados e o0s
linfécitos obtidos a partir dos nédulos linfaticos mesentéricos dos roedores.

Apdés o deslocamento cervical, os animais sofreram laparotomia e os
nédulos linfaticos mesentéricos foram retirados (Figuras 3 e 4) e apds serem
isolados do tecido adiposo, foram imersos em solugcdo tamponada com salina-
fosfato gelada (PBS) (Figura 5). Em seguida, os linfonodos foram colocados em
uma peneira e sutilmente pressionados contra o fundo de um Becker de vidro,
liberando os linfécitos para solugcdo tampéao (Figura 6). A preparacédo formada de
linfécitos foi entdo filtrada através de um filtro de papel (papel para limpeza de
lentes, Mekko) (Figura 7). Esta preparagao de linfocitos foi centrifugada a 2000
RPM a 4T por 15 minutos, duas vezes, para eliminar as contaminagdes dos
linfécitos com tecidos integros (VIEIRA et al., 1990). As células foram entdo
suspensas em meio de cultura RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, BR30255-01),
contadas em Camara de Neubauer com a utilizagao do corante Azul de Tripan, e
utilizadas para a incubacao de peréxido e para analises enzimaticas (GSH-Px e

GSH-red).
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INTESTINO

LINFONODO

Figura 3 - Localizagdo dos linfonodos mesentéricos

INTESTINO

LINFONODO

Figura 4 - Corte do cordao no qual estao localizado os linfonodos mesentéricos
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Figura 5 - Linfonodos mesentéricos mergulhados em PBS.

Figura 6 - Nédulos linfaticos sendo pressionados por um Becker de vidro para que ocorra

a liberacao dos linfécitos.
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Figura 7 - Liquido contendo linfocitos sendo filtrado em um funil com papel filtro de fina

espessura.

3.3 As células

3.3.1 Incubacao

Os linfécitos (5x 10 7 células.mL ") foram incubados em meio RPMI-1640,
e soro fetal bovino (LGC Biotecnologia, 10-bio200) a 10%, que contém 3,11g de
proteinas totais e 15,27 mg de hemoglobina, totalizando um volume final de 5 mL.
Eles foram mantidas por 1 hora a temperatura de 37 na presenca, ou nao, de

um agente oxidante.
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3.3.2 Agente oxidante

O peroxido de hidrogénio (H2O.), (Merck, 1.07210.1000) foi o agente
oxidante utilizado. A concentracdo empregada foi determinada através do ensaio
preliminar. Neste ensaio preliminar a viabilidade celular foi calculada pela
diferenca entre as contagens no tempo inicial e apés incubacao (item 3.3.3). As
células foram incubadas a 37T durante uma hora. Seis concentragbes foram

testadas em triplicata: 0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 e 3,0 mM.

3.3.3 Determinacao da viabilidade celular

A determinagdo da viabilidade celular foi avaliada pela contagem das
células coradas com azul de Tripan. As células viaveis ndo se coram, pois nao
permitem a penetracao do composto devido a integridade de sua membrana.

Para a contagem em tempo inicial foi utilizada a diluicdo de 40 vezes, sendo
10 uL de meio RPMI 1640 contendo linfocitos (conforme descricao no item 3.2.5),
190 puL de meio RPMI 1640 e 200 uL de azul de Tripan. Ap6s a incubacgéo, a
diluicao de contagem foi reduzida para 20 vezes, sendo 10 pL de meio RPMI 1640
contendo as células (item 3.2.5) e 190 uL de azul de Tripan.

Esta analise foi realizada no Laboratério de Microestrutura de Alimentos,
Departamento de Alimentos e Nutricao, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

UNICAMP. Para a contagem foi utilizado o microscépio 6ptico JENAVAL, Carl
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Zeiss (Alemanha) no aumento de 40 vezes. A porcentagem foi calculada de

acordo com a equagao:

n®células vidveis

Y%océlulas vidveis = -
n°total de células

3.3.5 Determinacao das atividades enzimaticas

Cerca de 1x108 células/mL foram homogeneizadas em 1 mL de tamp&o de

extracdo e sonicadas (Vibra Cell™

Soniese Materials Inc. Danbury, (Laboratério de
Biomembranas, Instituto de Biologia, UNICAMP) por 30 segundos. Em seguida, as
células foram centrifugadas por 15 minutos a 2000 rpm e 4. A quantificacao da
proteina e a dosagem enzimatica (GSH-Px e GSH-Red) foram feitas com

aliquotas do sobrenadante.

3.3.5.1 Glutationa redutase

Para determinacao da glutationa redutase utilizou-se o método de Calberg e

Mannervik (1985), que tem como principio mensurar a oxidacdo de NADPH

espectrofotometricamente.

GSSG + NADPH + H* SSHREDQ,  NADP* + 2GSH
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Foram adicionados a amostra NADPH (Sigma N-1630) e GSSG em
quantidade suficiente para atingir concentracdes finais de 0,24 mM e 20 mM,
respectivamente. A absorbancia da amostra foi monitorada a 340 nm a 37<C por

20 minutos, realizando a leitura a cada 30 segundos.

3.3.5.2 Glutationa Peroxidase

A técnica de determinagéo da glutationa peroxidase foi também baseada no
consumo de NADPH e monitorada espectrofotometricamente, conforme a técnica
descrita por Wendel (1981). Foram adicionadas a amostra NADPH (0,24mM)
(Sigma N-1630), GSH (20mM), GSSG redutase (25 unidades) (Sigma G-6004) e
azida sédica (0,25M). Depois de agitada, a amostra foi monitorada em
espectrofotbmetro a 340 mm a 37T por 5 minutos para ativar a GSH-Px.
Posteriormente, adicionou-se TBHP e a absorbéancia foi monitorada por mais 10
minutos, realizando a leitura a cada 30 segundos.

Para as duas ultimas determinacdes (itens 3.3.5.1 e 3.3.5.2) foi utilizado o
Espectrofotometro DU®-70 (Beckman), localizado no Nucleo de Estudos e
Pesquisas em Alimentacdo (NEPA), Faculdade de Engenharia de Alimentos,

UNICAMP.

47



Material e Métodos

3.3.6 Quantificacao de Proteina

A quantificacdo de proteina realizada para complementar a determinagao
das atividades enzimaticas foi realizada de acordo com método de Bradford
(1976). Neste método, as proteinas da amostra sdo complexadas com o corante
azul de Coomassie. A reacao é colorimétrica e a absorbancia € medida a 595 nm.
Os resultados de absorbancia obtidos foram lan¢cados na equacao da reta, obtida
a partir de uma curva padréao de albumina bovina sérica. Para esta quantificagao
foram utilizadas aliquotas das mesmas amostras usadas para determinagdo de

atividade enzimatica.

3.4 Analise estatistica

Para avaliar se existiam diferencas significativas entre os diferentes grupos
utilizamos a analise de variancia (ANOVA). Caso haja diferenca estatisticamente
significante entre grupos como um todo, 0 método de comparagao multipla LSD foi
utilizado para procurar diferencas especificas em pares de grupos. Para as
amostras de tamanho pequeno utilizamos testes estatisticos ndo-paramétricos, em
que nao se faz nenhuma suposicao da distribuicdo de dados. Nas nossas analises
utilizamos os teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e Wilcoxon.

O nivel de significancia considerado € de 5%. Valores menores que 5%

indicam que existem diferencas significativas.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Ensaio Preliminar

O ensaio preliminar foi realizado para determinar a concentracao de H>O»
ideal para ser utilizada no experimento. Na literatura, diversas concentracbes de
H.O. foram encontradas entre diversos tipos de cultura de células, como as
linhagens permanentes Jurkat e U937, e células primérias, como linfécitos
humanos. A maior parte dos estudos utilizam de 10 uM a 1 mM de H,0, (SANE et
al., 2004; SPECTOR et al., 2002; COLUSSI, et al., 2000; GHIBELLI et al. , 1995).

A fim de tornar este ensaio mais abrangente foram testadas as seguintes
concentragdes: 0,1mM, 0,5mM, 1mM, 1,5mM, 2mM e 3mM (Tabela 4). Foi

determinado o tempo de incubagéo de 1 hora, que n&do variou durante o ensaio.
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Tabela 4 — Valores médios + erro padrdao da média da viabilidade celular encontrada nas

diferentes concentragcdes de perdxido de hidrogénio testadas no ensaio preliminar.

Concentracoes Viabilidade relativa * (%)

Tempo inicial 100,00 £ 0,712
Controle 97,80 £1,44°
0,1 mM 97,17 +1,30°
0,5 mM 96,94 + 0,64 °
1,0 mM 94,29 + 0,68 *
1,5 mM 88,92 +2,23°
2,0 mM 72,27 £2,04°
3,0 mM 59,79 +1,12°¢

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao teste de
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Tempo inicial: Primeira contagem ap6s a obtengao dos linfocitos.

Controle: Células sofreram incubacéo de 1 hora, como as concentragdes, porém ndo foi adicionado
0 perdxido de hidrogénio.

* Fixou-se o valor de 100% para a viabilidade no tempo inicial. Os demais valores foram calculados

como porcentagem da viabilidade em relagdo ao tempo inicial.

A diminuicdo da viabilidade celular nas concentragdes de 0,1 mM, 0,5 mM,
1,0 mM, em relagdo ao tempo inicial (2,83%, 3,06% e 5,71%, respectivamente) e
em relagdo ao controle (0,63%, 0,86% e 2,88%, respectivamente) nao
apresentaram diferenga estatistica significante. Mesmo a concentragéo de 1,0 mM
apresentando maior numero de citagcoes na literatura, no nosso ensaio a redugao
de viabilidade causada por ela ndo mostrou diferenca significativa (p<0,05) em

relacdo ao tempo inicial e ao controle.
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A concentragdo de 2,0 mM, que causou uma queda na viabilidade celular
de 27,73% em relacao ao tempo inicial, foi julgada a mais adequada para ser
utilizada no experimento, uma vez que a viabilidade deveria ter uma queda
perceptivel, mas ndo muito grande devido a necessidade de guardar grande
quantidade de células sobreviventes para analises posteriores.

Células endoteliais de ratos Wistar foram incubadas com H»O. (0,01; 0,05;
0,1; 0,5; 1 e 2mM) por 1,5h. O nivel de DPC (DNA protein cross-links), importante
forma de medir danos causados ao DNA, foi avaliado. As concentracbes de 1 e
2mM de H»O, aumentaram significantemente a DEC, enquanto que as
concentracoes de 0,001, 0,005 e 0,1 ndo provocaram nenhuma alteragdo( LIN et

al., 2005).

4.2 Ensaio bioldgico

4.2.1 Balanco nitrogenado

O BN positivo, como encontramos no nosso ensaio biologico, é
caracteristico de individuos em crescimento, ou seja, em anabolismo,
demonstrando que ha retencao de nitrogénio para formacao de novos tecidos pelo
organismo (SGARBIERI, 1996).

Além de demonstrar estado de saude o BN também pode fornecer dados
sobre o valor nutritivo das proteinas tanto em individuos adultos como em

crescimento. A ingestao de uma dieta desbalanceada contendo proteinas que nao
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possuam todos os aminoacidos essenciais pode levar a um BN negativo
(SGARBIERI, 1996). Neste caso a quantidade de nitrogénio excretado é menor do
que a quantidade de nitrogénio ingerido. Analisamos assim a boa qualidade das
proteinas ingeridas pelos animais, tanto dos animais do grupo C que consumiram
apenas ragao comercial quanto dos animais suplementados, visto que todos
apresentaram BN positivo. Embora todos tenham apresentado BN positivo, os
animais do grupo | e H tiveram o maior BN, diferindo estatisticamente dos grupos
C e K. Este fato pode ser atribuido ao maior ganho de peso destes animais, fato

que esta diretamente relacionado com o BN.

Tabela 5 — Valores médios + erro padrdo da média (n = 10) do balango nitrogenado dos

grupos controle e experimentais no ensaio biolégico.

Grupos BN
C 2,866 +0,02°
K 2,662 +0,01°
| 3,406 £ 0,01°
H 3,037 £0,01%®

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao
teste de LSD

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do
mesmo grupo

Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo
grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagéo ao consumo protéico dos animas do mesmo

grupo
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4.2.2 Quociente de eficiéncia protéica (PER)

O fator mais importante que pode interferir no PER é a concentragdo de
proteinas na dieta. A alteracdo do PER em funcdo da concentracao foi
demonstrada por Sgarbieri (1987), em estudo no qual diferentes concentracdes de
lactalbumina foram testadas. Foi demonstrado que em determinada concentracao
protéica o PER encontra seu pico maximo, a partir do qual ele diminui com o
aumento de proteina. Em geral, os valores de PER diminuem a medida que se
aumenta a concentragdo de proteinas muito acima de 10% (SGARBIERI, 1987).
Neste estudo, as proteinas foram responsaveis por 24% da dieta no caso do grupo
C e os grupos que receberam suplementos protéicos as proteinas representam
cerca de 28,8%. A variagdo do PER em funcdo da concentragdo da proteina
também depende da natureza da proteina.

A concentracao de 10% é utilizada como padronizagdo para comparacgoes,
porém este valor pode néo fornecer o maior do PER da proteina em questdo. No
caso do nosso trabalho padronizamos nossa concentragdo em 28,8%, que é a
porcentagem de proteinas da dieta dos animais suplementados. Assim, para
uniformizar esta analise, os animais do grupo C foram excluidos e os animais que
receberam os suplementos foram comparados considerado o caseinato como
proteina controle.

Este resultado condiz com o estudo de Dael et al., 2005 que comparou

duas dietas a base de caseina (caseina / B-caseina) com duas dietas contendo

proteinas do soro de leite (caseina com soro de leite isolado / B-caseina com o-
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lactalbumina) em animais Sprague-Dawley. As dietas que continham proteinas do
soro de leite apresentaram PER maior (131,4% * 2,4% / 127,9% * 3,2%) quando
comparadas com as duas dietas com proteinas provenientes da caseina (100,00%

+5,7% 1 97,5% * 2,4%).

Tabela 6 — Valores médios + erro padrdo da média (n = 30) do quociente de eficiéncia
protéica (PER), do consumo de proteinas contidas na racdo e nos suplementos, dos

grupos controle e experimentais no ensaio biolégico.

Grupos PER
C 1,435 +0,022
K 0,929 + 0,01 °

| 0,959 + 0,01 °¢

H 0,972 +0,01°

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao
teste de LSD

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do
mesmo grupo

Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo
grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo

grupo
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4.2.3 Consumo de dieta e ganho de peso dos animais

Durante os 28 dias de ensaio biol6gico o consumo de dieta dos animais do
grupo C, sem suplemento, e do grupo | foi maior quando comparado ao dos
demais animais que receberam caseinato (Grupo K) e WPH (H) (Tabela 7). O
maior consumo do grupo C ja era esperado em funcao do fato de que este era o
Unico grupo que nao recebia suplementacao protéica, tendo menos saciedade que

0s outros animais e necessitando ingerir mais racao.

Tabela 7 — Valores médios * erro padrdao da média (n = 30) do consumo de ragao,
consumo de racao e suplemento e ganho de peso dos grupos controle e experimentais no
ensaio bioldgico.

Grupos Consumo de Racao (g) Ganho de peso (g)

C 599,68 + 5,86 ° 209,72 +3,54°
K 512,93 +9,57 ° 192,48 £ 4,21 °
| 589,78 + 8,11 2 224,26 + 3,51 2
H 558,54 + 9,21 ° 218,77 £ 3,20 ®

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao teste de
LSD

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
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O consumo de ragédo dos animais do grupo | foi estatisticamente igual aos
animais do grupo C, maior que o grupo H (5,29%) e superior ao do grupo K
(13,03%). Os animais do grupo K tiveram o menor consumo de ra¢do quando o
comparamos aos trés demais grupos, isso demonstra a boa digestibilidade das
proteinas do soro de leite, tanto do isolado quanto do hidrolisado, pois mesmo
ingerindo grande quantidade de suplemento o consumo de ragdo destes animais
ficou igual (no caso do grupo I) ou proximo ao do controle. Assim, a menor
digestibilidade da caseina pode explicar o menor consumo dos animais grupo K.

Apesar de um maior consumo de racao, os animais do grupo C nao foram
0S que apresentaram maior ganho de peso. Estatisticamente, seu ganho de peso
foi maior que dos animais do grupo K, menor que dos animais do grupo | € nao
diferiu significantemente do grupo H (Tabela 7).

O menor ganho de peso do grupo K dentre todos os grupos pode ser
explicado pelo fato de a caseina ser uma proteina que forma coagulos em pH
baixos, situacdo encontrada no estdmago (FRUHBECK, 1998). Esta caracteristica
pode retardar o processo digestivo e de absorgao, levando a uma diminuicdo no
consumo de ragcado, como acima observado. Neste caso a suplementacao pode ter
uma interferéncia negativa, uma vez que ao deixar de comer a ragdo em funcao
da suplementagcao proteica, a dieta dos animais pode ficar desequilibrada em
outros macronutrientes.

As proteinas do soro de leite possuem alto valor biologico e provavelmente
a suplementacao desta foi a responsavel para que os animais dos grupos | e H
ganhassem mais peso que 0s animais controle, apesar da diferenca para ultimo

nao ser estatisticamente significativa.
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Apesar das diferencas pontuadas, a curva de crescimento (Figura 8)

apresentou o mesmo perfil para todos os grupos.

Figura 8 Crescimento dos grupos C, K, | e H (n=30) durante os 28 dias do ensaio

bioldgico.
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Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento
Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
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4.2.4 Analise de sangue

Apés 18 dias de suplementagdo uma amostra de sangue dos animais dos 4
grupos (n = 10) foi retirada para realizacdo de um hemograma. Esta andlise teve
como objetivo avaliar possiveis altera¢cdes nos valores dos linfocitos.

O aparelho ADVIA ™ 120, no qual foi realizada esta andlise, apresenta
como valores de referéncia para ratos Wistar a faixa de normalidade de células
brancas totais de 3,3 a 8,7 x10%/ul e para linfcitos totais de 2,6 a 7,1 x10%/ul. Na
literatura, os valores de normalidades encontrados para células brancas totais de
ratos Wistar sao 6,806 = 0,175 x10%ul (WRONA et al., 2005) e 7,61% 1,61 x103/ul

(ROMAM et al., 2004).

12 b b
10 1

x103 celulas/ul 6 12.22
. 10,06 11,48 ’

Grupos

Figura 9 Numero de linfécitos (x10%ul) obtidos através de hemograma (n=10)

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao teste de
LSD.

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
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Os valores encontrados por nossas analises se mostram levemente
elevados em relagdo aos encontrados nas referéncias. Portanto, os animais que
nao receberam nenhum tipo de tratamento (grupo C) sera nossa principal
referéncia de comparacao.

A andlise de sangue realizada apontou diferenca estatistica entre o nimero
de linfécitos (103 células/ ul) presentes no sangue dos animais dos grupos | e H
em relagdo aos animais dos grupos C e K (Figura 9). O numero de linfécitos dos
animais do grupo H é aproximadamente 20% maior que a quantidade de linfécitos
encontrada nos animais do grupo C. Os animais do grupo | apresentaram nimero
de linfécitos estatisticamente iguais aos animais do grupo H e cerca de 15% a
mais em relacdo aos animais do grupo C.

Os animais dos grupos | e H também devem ser comparados com 0s
animais do grupo K, por esta ser nossa proteina controle. Neste caso, podemos
notar o bom desempenho das proteinas provenientes do soro de leite sobre os
linfocitos, ja que elas se mostraram estatisticamente superiores ao resultado
obtido pela proteina padrao.

Em pesquisa com portadoras de HIV, 18 criancas foram suplementadas
com WPC associado a terapia antiretroviral, o que provocou aumento no nivel de
GSH nos eritrécitos e sugeriu um melhoramento na razdo TCD4/CD8 além de
fazer regredir a ocorréncia de infecgdes agudas associadas (MORENO et al.,
2005).

J& a suplementacdo com glutamina nédo alterou a quantidade de linfécitos

humanos. A comparacao foi realizada entre 0 mesmo grupo antes e apds a
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suplementacao (1,78 + 0,097; 1,80 + 0,117 x 10%L) e entre este grupo e um grupo
placebo, também antes e apo6s suplementacado (1,76 + 0,0098; 1,76 + 0,119)
(QUADRILATERO, 2001).

A porcentagem de linfécitos dos animais dos quatro grupos se apresentou
dentro da normalidade referida pelo aparelho ADVIA ™ 120, que é de 68,6 a
94,5% (Tabela 8). Isso pode indicar o aumento de outras células brancas, pois a
propor¢cdo entre as células se manteve mesmo quando os linfécitos se mostraram

significantemente maiores.

Tabela 8 — Numero de linfocitos em porcentagem. Dados obtidos através de hemograma
(n=10).

Grupos Linfécitos (%)

C 89,70 £ 1,03
K 80,90 £ 2,58
I 90,30 £ 0,68
H 88,20 = 1,58

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do
mesmo grupo

Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo
grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagéo ao consumo protéico dos animas do mesmo
grupo
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4.3 Incubacao de Células

4.3.1 Numero de linfécitos adquiridos

Confirmando os resultados encontrados no hemograma, o numero de
linfécitos presentes no linfonodo mesentérico dos animais do grupo H foi maior em
relagcdo aos demais. Os animais do grupo H apresentaram aproximadamente 60%
mais células nos nodulos linfaticos quando comparados ao grupo C e cerca de

40% mais células do que os animais grupo K e | (Figura 10).

57 a
4 |
3 |
ml x 108 b b b
2 - - - 4,02
11 1,56 1,72 1,72
0
C K H
Grupos

Figura 10 — Namero de linfocitos (mL x 10°) presente nos linfonodos mesentérico,
contados em Cémara de Neubauer.

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao teste
nao-paramétrico de Wilcoxon.

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagao ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo grupo
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Poucos sdo os estudos que relacionam o aumento da concentragcdo
protéica na dieta e o sistema imune. Por outro lado, a desnutricdo energético-
protéica (DEP) € uma situagao muito estudada.

A ingestdo protéica sempre foi observada em estudos relacionados ao
sistema imune, principalmente sobre sua possivel capacidade de aumentar a
resisténcia a infeccao. Este fato esta relacionado aos mecanismos de imunidade
que sao dependentes da replicacdo da célula ou da producdo de compostos
protéicos ativos (SANGIOVANNI; SCRIMSHAN, 1997).

Ja é conhecido que na DEP, situacdo oposta a que ocorreu em nosso
estudo, muitos dos mecanismos de defesa s&o prejudicados, sendo alguns deles:
reducdo do tamanho e do peso do timo, diminuicdo das células linféides e
deplecao de linfécitos nos linfonodos, e redugdo da proliferagdo de linfocitos,
resultado este que pode estar ligado a deficiéncia de nutrientes essenciais no
plasma (CHANDRA, 1997; CUNNINGHAM-RUNDLES et al., 2005). Inversamente,
Hoffer, Hum e Koski (1992), estudaram a influéncia do consumo de proteinas em
ratos Sprague-Dawley e constataram que a concentragdo plasmética de alguns
aminoacidos essenciais como leucina, isoleucina, valina, metionina e treonina se
elevaram com o aumento da ingestao protéica (HOFFER; HUM; KOSKI, 1992).

Boirie e colaboradores (2004) concluiram em seu trabalho que diversas
fontes protéicas modulam de forma e em tempos diferentes a deposicao de
aminoacidos no sangue apos a refeicao, classificando-as em rapidas e lentas. As
proteinas do soro de leite demonstraram ser do primeiro tipo, uma vez que apés

consumidas por adultos um rapido e transiente pico plasmatico de aminoacidos foi

62



Resultados e Discussao

observado. Em contrapartida, apdés a ingestdo da caseina, o perfil dos
aminodacidos plasmaticos era baixo, lento e prolongado. No nosso estudo, além da
proteina do soro de leite em sua forma isolada também a utilizamos previamente
hidrolisada, fato que aumenta ainda mais a eficiéncia da absorcdo destes
aminoacidos. Portanto, a grande eficiéncia do soro de leite hidrolisado em atingir o
sistema sanguineo em conjunto com a influencia das proteinas no sistema imune
nos leva a acreditar que estas podem ser razbes para provocar um aumento no

nuamero de linfcitos apresentado pelos animais do grupo H.

4.3.2 Viabilidade Celular

A viabilidade celular dos linfécitos, avaliada antes e apds da incubagao
destes com H2O,, nos mostra a reagao das células frente a um agente oxidante.

A viabilidade celular dos linfocitos foi determinada em duas etapas do
trabalho. A primeira determinacao ocorreu logo apos a retirada das células (t0) e a
segunda (t1) uma hora apés as células serem incubadas com 2,0 mM de H202.
Comparando primeiramente os resultados entre 0s proprios grupos temos que os
animais do grupo C, K, | e H apresentaram uma diferenga de 28,9%, 25,6%,
20,6% e 4,1%, respectivamente, entre a viabilidade celular em t0 e t. Apesar dos
animais do grupo H mostrarem uma diferenga muito pequena entre t0 e t1, todos

0s grupos apresentaram diferencga estatistica significativa (Figura 11 A, B, C, D).
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Figura 11 Viabilidade celular de linfécitos, contados em camara de Neubauer com azul de Tripan,
antes e depois da incubagao com 2.0mM H,O, por 1 hora  Valores com letras diferentes na mesma
coluna indicam diferencga significativa (p<0,05) ao teste nao paramétrico de Wilcoxon.

Figura 11 A Grupo C: Recebeu agua como suplemento.

Figura 11 B Grupo K: Recebeu 20% de caseinato de célcio como suplementagdo em relagao a
média de consumo protéico, proveniente da ragdo, dos animas deste mesmo grupo.

Figura 11 C Grupo |: Recebeu 20% de isolado protéico de soro de leite como suplementagao, em
relagdo a média de consumo protéico, proveniente da ragao, dos animas deste mesmo grupo.
Figura 11 D Grupo H: Recebeu 20% de hidrolisado protéico de soro de leite como suplementacgao,

em relagdo a média de consumo protéico, proveniente da ragdo, dos animais deste mesmo grupo.

64



Resultados e Discussao

No estudo de Miyatake (2000) linfécitos T de adulto leucémico (ATL-2)
foram incubados com &cido retindico (RA), e sofreram inibicdo de crescimento
significante, podendo resultar em apoptose. A pré-incubacao destas células com
GSH ou L-cistina resultou em completa restauragcdo do crescimento em
contraposicao aos efeitos inibitérios de crescimento causados pelo RA
(MIYATAKE et al., 2000). Este resultado nos mostra que a L-cistina intracelular é
convertida em L-cisteina, que é um composto tiol ativo utilizado para a sintese de
GSH (BANNAI, 1984). Como nenhuma restauracao de crescimento foi observada
nas células ATL-2 que nao receberam o pré-tratamento com compostos tiols, os
autores concluiram que a L-cistina e a GSH cooperam na manutencéo do estado
redox contra varios antioxidantes e ainda promove o crescimento e a viabilidade
celular em linfécitos (MIYATAKE et al., 2000).

No nosso estudo, a administracdo de suplementos ricos em cistina,
principalmente o WPH, que possui mais aminoacidos livres em comparacao ao
WPI, também se mostrou capaz de proteger as células frente a um agente
oxidante. Este resultado indica que o WPH pode ser utilizado para um aumento da
concentragao de glutationa.

Porém, o fornecimento de cistina proveniente do soro de leite para a
formacao de GSH se depara com a circunstancia de que os linfocitos possuem um
transporte ativo de membranas relativamente forte para cisteina, mas um fraco
transporte ativo para cistina (BANNAI; ISHII; SUGITA, 1987). Esta afirmacao

sugere a possibilidade de que a cisteina extracelular possa ser um fator limitante
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para respostas imunes, mesmo na presenca de uma quantidade 10 vezes maior
de cistina, situagdo que ocorre no plasma sangiiineo (GMUNDER et al., 1990).

Ao contrario dos linfécitos, os macréfagos possuem um transporte ativo de
membrana relativamente forte para cistina e também libera compostos tiols no
espaco extracelular (BANNAI; WATANABE, 1987). O estudo realizado por
Gmunder e colaboradores (1990) revelou que o principal composto tiol soluvel em
acido liberados por macrofagos estimulados era de fato cisteina. Assim, pode
existir uma importante interagdo entre macréfagos e células linféides no que diz
respeito a captagcéo de cistina e ao fornecimento de cisteina, o que, por sua vez,
pode ser determinante para que a suplementagao com soro de leite interfira no
metabolismo de glutationa.

Os resultados encontrados neste teste de viabilidade celular mais uma vez
nos apontam o possivel carater antioxidante do soro de leite hidrolisado, € nos

leva a questionar a capacidade deste em aumentar a GSH intracelular.

4.3.3 Determinacao de GSH-Px

Os valores de atividade de GSH-Px encontrados, antes das células serem
incubadas com H»O,, se aproximam do valor de referéncia, 2,2 + 0,9 pmol/min
(WENDEL, 1981), especialmente os animais do grupo H. Porém, estatisticamente

nao foram observados diferencas entre os animais dos quatros grupos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Atividade de GSH-Px (valores expressos em pmols . min''. mg proteina’'), n =

4(meédia de 4 experimentos com 5 animais em cada experimento).

Grupos Antes
C 1,21 +£0,05°
K 2,01+0,252
I 1,89 £ 0,512
H 2,25+0,36°

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao teste
nao-paramétrico de Wilcoxon.

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do
mesmo grupo

Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo

grupo
Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagéo ao consumo protéico dos animas do mesmo

grupo

As concentracdes de GSH podem ser alteradas em funcao da quantidade
de proteinas presentes na dieta. No trabalho de Hoffer, Hum e Koski (1992) a
concentracao de GSH hepatica e o total de GSH presente no figado de ratos
Sprague-Dawley aumentaram (1,4 = 0,13 umol/g para 6,03 + 0,25 umol/g e 12,3 =
1,11 mmol/figado para 78,8 + 3,59 mmol/figado) quando o consumo protéico da
dieta passou de 0 para 20% (caseina). Porém, a concentragdo de GSH néao
aumenta indefinidamente com o aumento da proteina, ha uma quantidade 6tima

de proteina. A concentragdo hepéatica de GSH no grupo que recebeu 40% de
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proteina (4,86 £ 0,33 umol/g) era 19% menor que o encontrado no grupo que
ingeriu 20% (6,03 = 0,25 umol/g) (HOFFER; HUM; KOSKI, 1992).

Embora nossa suplementacdo com WPH tenha demonstrado uma protegao
antioxidante no teste de viabilidade celular, nenhuma diferenca foi encontrada em

relagéo a atividade de GSH-Px.

4.3.4 Determinacao de GSH-Red

Todos os grupos apresentaram atividade de GSH-Red maior que o referido
pela literatura 10,4 + 1,4 pmols (CALBERG; MANNERVIK, 1985), sendo que
aqueles que receberam maior quantidade de proteina mostraram as atividades
mais elevadas. Porém, estatisticamente, os animais dos grupos K e | se
mostraram iguais aos animais controle e todos eles diferiram dos animais do grupo
H, que apresentaram o0s maiores valores para a atividade enzimatica de GSH-Red
(Tabela 10).

A GSH-Red possui a importante funcdo de catalisar a reagcdo para
regenerar a GSH para esta continuar reagindo e defendendo a célula contra ROS.
O maior potencial enzimatico apresentado pelos animais do grupo H aponta a um

melhor funcionamento do ciclo da GSH e, portanto melhor protecao antioxidante.
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Tabela 10 — Atividade de GSH-Red (valores expressos em pmols. min"'. mg proteina™) n

= 4 (média de 4 experimentos com 5 animais em cada experimento).

Grupos Antes
C 17,64 +5,70°
K 25,22 + 3,86 °
| 27,09 +2,52°
H 38,22 + 1,682

Valores com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) ao
teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

Grupo C (Controle): Recebeu agua como suplemento

Grupo K (Caseinato): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do
mesmo grupo

Grupo | (WPI): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo
grupo

Grupo H (WPH): Recebeu 20% em relagdo ao consumo protéico dos animas do mesmo

grupo
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5- Conclusoes

e A suplementacao com proteinas do soro de leite ndo interferiu no
crescimento e desenvolvimentos dos animais;

e A suplementagao com proteinas do soro de leite isoladas e hidrolisadas
promoveu o aumento do numero de células de linfécitos como observado
na analise de sangue e na contagem em camara de Neubauer

e A suplementacao com proteinas do soro de leite hidrolisadas demonstrou
protecéo antioxidante ao promover a diminuigao de linfécitos mortos por
oxidacao de Ho0y;

e A suplementagao com proteinas do soro de leite ndao demonstraram alterar
a atividade enzimética de GSH-Px;

e A atividade enzimatica de GSH-Red demonstrou maior potencial nos

animais suplementados com proteinas do soro de leite hidrolisadas.
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