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Vocé pode ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas vezes,
mas nao se esqueca de que sua vida é a maior empresa do mundo. E
vocé pode evitar que ela va a faléncia. Ha muitas pessoas que
precisam, admiram e torcem por vocé. Gostaria que vocé sempre se
lembrasse de que ser feliz nao é ter um céu sem tempestade,
caminhos sem acidentes, trabalhos sem fadigas, relacionamentos sem
desilusoes. Ser feliz é encontrar forca no perdao, esperanca nas
batalhas, seguranca no palco do medo, amor nos desencontros. Ser
feliz nao é apenas valorizar o sorriso, mas refletir sobre a tristeza.
Nao é apenas comemorar o sucesso, mas aprender licoes nos
fracassos. Nao € apenas ter jubilo nos aplausos, mas encontrar alegria

no anonimato

Augusto Cury



Nao existe erros, apenas ligdes. O crescimento € um processo de tentativa e erro:
experimentacao. As experiéncias que nao deram certo fazem parte do processo,
assim como as bem-sucedidas. As respostas estao dentro de vocé. Tudo o que

tem a fazer é analisar, ouvir e acreditar.

Se vocé abre uma porta, vocé pode ou ndo entrar em uma nova sala. Vocé pode

nao entrar e ficar observando a vida. Mas se vocé vence a duvida, o temor, e
entra, da um grande passo: nessa sala vive-se! Mas, também, tem um preco...
Sao inimeras outras portas que vocé descobre. As vezes curte-se mil e uma.
O grande segredo é saber quando e qual porta deve ser aberta.
A vida nao é rigorosa, ela proporciona erros e acertos.

Os erros podem ser transformados em acertos quando com eles se aprende. Nao
existe a seguranca do acerto eterno. A vida é generosa, a cada sala que se vive,
descobre-se tantas outras portas. E a vida enriquece quem se arrisca a abrir
novas portas.

Ela privilegia quem descobre seus segredos e generosamente oferece
ofortunadas portas. Mas a vida também pode ser dura e severa. Se vocé nao
ultrapassar a porta, terd sempre a mesma porta pela frente.

E a repeticdo perante a criacdo, € a monotonia monocromatica perante a
multiplicidade das cores, € a estagnacao da vida...

Para a vida, as portas ndo sao obstaculos, mas diferentes passagens!

Igami Tiba
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Ao Prof. Sgarbier,

Durante todos esses anos vdrias pessoas colaboraram e nos ensinaram muitas

coisas... E confesso que ndo aprendemos tudo que quisemos, mas aprendemos

tudo que pudemos. Andamos muito tentando alcancar este momento. E agora

quero revelar meus sinceros agradecimentos d pessoa que me fez sorrit, chorar,
sentir, viver... crescer...

Obrigada!!!
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Aos meus queridos e eternos pais Attilio e Cidinha,

Alguém especial

Tenho guardado na memdria e no coragdo:

Cada olhar brilhante que trocamos,

Cada sorriso feliz que sorrimos...

Cada aperto de mdo que nds demos ...

Cada mensagem enviada,

Cada palavra dita...

Cada ldgrima de alegria chorada,

E cada miisica ouvida,

E cada conversa que tivemos,

Dentro da amizade, cumplicidade

e afinidade tdo grandes...

Seria uma emog¢do de invadir o coragdo...

Saber que vocés guardam sempre em sua memoria:
Que eu os amei, amo e sempre amaret...

Pois ndo hd distdncia que afaste um grande amor...
Nem tempo que faca esquecé-[os...

Nem barreiras que ndo sejam vencidas por Deus...
Mesmo que hoje vocé ndo consigam ver que sdo especids...

Vocés sdo muito especiais para mim!!

“Amo Vocés”
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Cada um que passa em nossa vida, passa sozinho ...

Porque cada pessoa é Unica pra nés, e nenhuma substitui a outra...
Cada um que passa em nossa vida, passa sozinho,

mas nao vai so...

Cada um que passa em nossa vida, leva um pouco de nés mesmos,
€ nos deixa um pouco de si mesmo...

Ha os que levam muito, mas n&do ha os que nao levam nada...

Ha os que deixam muito, mas ndo ha os que nao deixam nada...
Esta é a mais bela realidade da vida.

A prova tremenda da importancia de cada um, é que ninguém se aproxima do
outro por acaso...

Antoine de Saint-Exupéry

A Verinha, pelo carinho e prontiddo com que sempre me auxiliou, amiga de todas
as horas e exemplo de profissional, por estar sempre presente em todas as etapas
desse trabalho.

A Nadia, amiga sincera e companheira de lutas e PFCs, por jamais me deixar

desanimar, fazendo-me acreditar que seria possivel vencer mais essa etapa.

A Cristina Tanikawa, sempre presente aos inlimeros ensaios bioldgicos e

incontaveis PFCs, pela amizade e preciosa ajuda.

Meus mais sinceros agradecimentos!
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15% de proteinas, a saber: BSA, albumina sérica bovina; CSD,
concentrado protéico de soro doce; CC, caseina comercial ........

Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
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dietas contendo 10% de proteinas, a seguir: Ren (isolado
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Resposta imune humoral primaria observada em camundongos
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CAPITULO 3

Figura 1 -

Protocolo experimental do ensaio biolégico efetuado com ratos
machos recém-desmamados da linhagem Wistar, alimentados
durante 25 dias com dietas contendo 12% de proteinas, a

saber: CSD (concentrado protéico de soro doce); CC (caseina
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Figura 2 -

comercial); Hidrol (caseina hidrolisada - 30% GH) e Hyprol
(caseina hidrolisada comercial com 20% GH) .....oooooiiiiiiiinnnnnes

Evolucdo de peso (g) verificada com ratos machos recém-
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CAPITULO 4

Figura 1 -
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Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni alimentados com
dietas contendo 12% de proteinas, a saber: FC (produto
comercial); CSD (concentrado protéico de soro doce); CM
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Protocolo experimental para ensaio de avaliagdo nutricional
efetuado com ratos Wistar recém-desmamados alimentados
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saber: FC (produto comercial); CSD (concentrado protéico de
soro doce); CM (caseina micelar); CSD/CM (50:50 p/p).........

Resposta imune humoral verificada com camundongos
isogénicos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
contendo 10% de proteina, a saber: FC (produto comercial);
CM (caseina micelar); CSD (concentrado protéico de soro
doce) e CSD/CM (50:50 p/p). CFP (células formadoras de
placas). Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
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Figura 4 -

Correlagdo linear entre os resultados de CFP (células
formadoras de placas) e glutationa, obtida com camundongos
da linhagem A/Uni, alimentados com dietas contendo 10% de
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RESUMO GERAL

Com o propésito de melhor harmonizar os varios aspectos pesquisados, a tese
esta apresentada em quatro capitulos. No primeiro capitulo se fez um apanhado
geral dos aspectos quimicos, nutricionais e funcionais (tanto tecnol6gicos como os
fisioldgicos) das fontes protéicas estudadas no decorrer do trabalho e descritos na
literatura. No segundo capitulo estudou-se o poder imunoestimulante de uma
caseina comercial (CC), da caseina isolada na forma de micelas integras (CM), de
um isolado de proteina de soja comercial (IPS), um concentrado de globulinas
(BSG) e um concentrado de albumina (BSA), isolados do soro de sangue bovino,
um isolado protéico de soro de leite bovino (NZ), importado da Nova Zelandia, um
isolado de soro de leite bovino produzido em planta piloto, em Rennes (Ren),
Franca, e um concentrado de proteinas de soro de leite bovino (CSD), produzido
em planta piloto (Tecnolat), ITAL, Campinas. A imunoestimulagédo foi medida no
baco pelo processo de contagem de células formadoras de placa (CFP) apés
imunizagdo de camundongos da linhagem A/Uni, com 5 x 10° heméaceas de
carneiro. A formagdo de placas (reacdo antigeno-anticorpo) foi medida por
contagem de células formadoras de placa com auxilio de um microscopio de fase
e de uma lupa. O numero de CFP, que representa a intensidade da reacao
antigeno-anticorpo foi expresso para o 6rgdo todo (CFP/bago x 10%). Foram
estudados neste capitulo o poder imunoestimulante sobre as células de baco das
varias proteinas, as influéncias da concentracdo da proteina na dieta, a
combinacdo do CSD com as outras preparagdes protéicas e a influéncia de
diferentes tratamentos (processamentos) sobre a imunoestimulacdo. Concluiu-se
que o concentrado de soro de leite bovino produzido no ITAL, Campinas, foi o que
apresentou maior poder imunoestimulante e que a imunoestimulacdo, para esse
preparado, manteve-se na faixa de concentracao de 7,5 a 20g de proteina/100g
de dieta. Todas as fontes de proteina estudadas quando associadas (misturadas)
ao CSD na dieta, influiram negativamente no poder imunoestimulante do CSD,

exceto a BSA. Tratamentos térmicos acima de 50°C, exceto a pasteurizacao
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(72°C, 15 seqg.) e a irradiacdo acima de 3KG influiram negativamente sobre o
poder imunoestimulatério do CSD. A desidratacdo do concentrado em “Spray
dryer” ndo afetou significativamente o poder de imunoestimulacdo do CSD. No
terceiro capitulo procurou-se estudar as influéncias da composicdo em
aminoacidos dos materiais protéicos, CSD, caseina, hidrolisado enzimatico da
caseina e, consequentemente, do estado de estruturacdo dessas proteinas, no
consumo de dieta, ganho de peso corporal, proteinas sanguineas e estimulo a
sintese de glutationa, no figado. No quarto capitulo realizou-se uma avaliacao
nutricional e imunoldgica de quatro dietas de composicdo basica semelhante,
variando-se apenas o componente protéico. As dietas estudadas foram, uma
férmula comercial tomada como referéncia (FC), uma dieta a base de caseina
micelar (CM), outra a base de CSD e finalmente uma mistura 50:50 CSD/CM. Para
a avaliacdo do estimulo imunol6gico utilizaram-se camundongos da linhagem
A/Uni com 6-8 semanas de idade e a técnica de imunoestimulacdo com injecao de
hemaceas de carneiro (5 x 10° células), seguido da determinagdo do nimero de
células formadoras de placa (CFP), contadas em suspensao de células de baco
de animais, cinco dias apds imunizacdo. As CFP representam reac6es antigeno-
anticorpo, anticorpos que representam a imunoglobulina M (IgM), reacdo imune
primaria em resposta ao imundgeno das hemaceas de carneiro. Os resultados da
imunoestimulacdo foram mais baixos para a dieta CM, mais elevados para as
dietas CSD e FC e intermediarios para CM/CSD (50:50). Estatisticamente nao
houve diferenca entre as dietas CSD e FC nem entre CSD/CM e FC (p > 0,05),
porém houve diferenca estatistica em favor da dieta CSD em relacdo a CM e
CSD/CM (p < 0,05). Em relacao ao poder de estimulo a glutationa, a dieta CSD
revelou maior concentragdo hepatica (8,02 + 0,59 umoles/g de tecido). Nao houve
diferenca estatistica para glutationa entre FC e CSD/CM (6,55 + 0,96 umoles/g de
tecido) de glutationa hepatica. Demonstrou-se uma correlacao altamente positiva
(CPF = 3,3395 + 9,0913 x GSH, r = 0,94) entre os estimulos a sintese de IgM
(baco) e de GSH (figado). Os parametros nutricionais consumo de dieta, ganho de
peso, quociente de eficiéncia alimentar (QEA), digestibilidade aparente da proteina

(Dap%), valor biologico aparente (VBap%), balanco de nitrogénio (BN) e quociente
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de eficiéncia protéica (PER), foram todos bastante elevados e nao diferiram entre
os tratamentos (p > 0,05). Tomados no todo, os resultados confirmam que,
elevados valores nutricionais podem nao representar elevadas propriedades
funcionais-fisiolégicas, avaliados nesta pesquisa como poder imunomodulador e

estimulo a sintese de glutationa.
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GENERAL SUMMARY

With the purpose of better harmonize the various aspects studied in this thesis, it
was organized in four chapters. The first chapter consisted of an overview of the
chemical nutritional and functional (technologic and physiologic) properties of the
protein sources studied in this thesis, utilizing data from recent literature. The main
objective of the second chapter was to comparatively demonstrate the
immunestimulating power of various protein systems of food origen, including: a
commercial casein preparation (CC), a casein isolated in pilot plant in the form of
whole micelles (CM), a commercial soy protein isolate (SPI), a bovine serum
albumin (BSA) and a bovine serum globulin (BSG) isolated in laboratory from
bovine serum, a bovine whey protein isolate (NZ) imported from New Zealand, a
bovine whey protein isolate produced in Pilot plant in Rennes (Ren), Rennes
France, a bovine whey protein concentrate (WPC) produced in Pilot Plant, ITAL,
Campinas. The immunestimulation was measured in spleen cells by counting
Plaque Forming Cells (PFC) using A/Uni mice after immunization with sheep red
blood cells (SRBC = 5 x 10° cells). The Plaque (antigen-antibody reaction) was
quantified in spleen cell suspensions by using a phase microscope and a lup. The
number of plaque forming cells (PFC) was considered for the whole spleen and
expressed as (PFC/spleen x 10°). The immunestimulating power on the spleen
cells was studied for various protein sources. The influence of dietary protein
concentration, the combination of WPC with other protein preparations and the
influence of various treatments on the protein was also studied. It was conclude
that the whey protein concentrate produced in ITAL (WPC) presented the highest
immunestimulating power, that the immunestimulation for this preparation
remained constant in the range of concentration 7.5 to 20g protein/100g diet, that
all the protein sources studied, when mixed with WPC in the diet, showed a
negative influence on the immunestimulating power of WPC alone. Heat treatment
(>50°C), except pasteurization (72°C, 15 seg), and gamma-irradiation above 3KG,
had a negative influence on the immunestimulation by WPC. The dehydration of
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the WPC by spray drying did not significantly affect the immunestimulation by
WPC. The third chapter aimed at studying the influence of amino acid composition
(WPC, CC, and CC-hidrolysates) and, consequently of the structural state of the
casein molecules, in the diet consumption, body weight gain, blood protein profile,
and on liver glutathione synthesis stimulation. The fourth chapter consists of the
nutritional and immunological evaluation of four protein diets (CF, WPC, WPC:CM
(50:50) and CM alone) in an otherwise similar composition. For the immunological
property, A/Uni mice with 6-8 weeks of age, immunestimulated with sheep red
blood cells (SRBC), 5 x 10° cells, following determination of the number of plaque
forming cells (PFC) 5 days after immunization was used. PFC number indicates
the antigen-antibody reaction between the SRBC-antigen and immunoglobulin M
formed by the spleen cells. PFC was lowest for CM protein diet, highest for the
WPC and CF diets and intermediate for CM/WPC (50:50) diet. No statistic
difference was measured between WPC and CF or between WPC/CM and CF (p >
0.05), however there was statistic difference (p < 0.05) in favour of WPC,
compared with CM and WPC/CM (50:50) (p < 0.05). Regarding glutathione
stimulation, the WPC diet showed the highest activity (8.02 + 0.59 umoles GSH/g
tissue). No statistic difference was shown between the CF and WPC/CM diets
(6.55 £ 0.96 umoles/qg) for liver glutathione. A very strong positive correlation (CPF
= 3.3395 + 9.0913 x GSH, r = 0.94) between spleen CPF counting (spleen IgM)
and liver GSH, was demonstrated for the WPC protein diet. The nutritional
parameters such as diet consumption body weight gain, diet efficiency ratio (QEA),
apparent protein digestibility (Dap%), protein apparent biological value (BVap%),
nitrogen balance (NB), and protein efficiency ratio (PER), they were all high but did
not show statistic difference among them (p > 0.05). Considering all data this work
confirm that protein nutritive value may not represent high functional properties, in
this research applied to the immunestimulation and GSH biosynthesis.
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CONCLUSOES GERAIS

O conjunto dos dados apresentados e discutidos nesta tese permitiram
formular as seguintes conclusées:
- O concentrado protéico do soro de leite bovino (CSD) e o isolado (REN)
apresentaram o maior poder imunoestimulante, dentre todas as fontes protéicas
estudadas, o CSD apresentou na faixa de concentragao 7,5 a 20% na dieta AIN-
93G, a mais elevada imunoestimulagdo, comparado as outras fontes protéicas
estudadas; na combinagdo com outras proteinas a soroalbumina bovina (BSA) foi
a Unica que nao prejudicou o poder imunoestimulante do CSD; em varios casos se
observou sinergismo imunolégico na mistura de duas ou mais proteinas na dieta;
tanto a sequéncia de processo como diferentes tratamentos adotados na producao
do concentrado e/ou isolado protéico de soro de leite exerceu influéncia sobre as
propriedades imunoldgicas das proteinas; a hidrélise extensiva (20 e 30% GH) nao
afetou o valor nutritivo da caseina comercial (CC) em relacdo ao concentrado
CSD; os niveis de proteinas séricas (total e albumina) para a caseina e seus
hidrolisados mantiveram-se iguais aos da dieta com CSD, até o 14° dia, tendo-se
registrado decréscimo significativo para as dietas com caseina ou hidrolisados, no
28° dia; a hidrélise da caseina nao influenciou os niveis de glutationa reduzida
(GSH) no figado que permaneceram inferiores ao do CSD; as formulas
preparadas para alimentacdo infantil contendo diferentes fontes protéicas
derivadas do leite bovino ndo diferiram, quanto aos diferentes indices de avaliacao
nutricional, entre si e com a férmula comercial (FC), utilizadas como referéncia; no
tocante a glutationa hepatica, as dietas CSD e FC nao diferiram estatisticamente,
seguidas da dieta CSD/CM (50/50%) e por ultimo a dieta CM (caseina micelar);
ficou demonstrado a alta correlagao positiva entre células formadoras de placa no
baco e glutationa no figado (CFP x GSH), para vérias proteinas testadas neste e

em outros estudos.
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LISTA DE ABREVIACOES

A/G = relagao albumina/globulina

AAr = aminoacidos de cadeias aromaticas
ACE = enzima conversora da angiotensina
ACR = aminoacidos de cadeias ramificadas
ASS = acido sulfosalicilico

BN = balango de nitrogénio

BSA = albumina sérica bovina

BSG = globulina sérica bovina

BSO = sulfoximina de butationina

CC = caseina comercial

CEMIB = Centro Multidisciplinar de Investigacdes Bioldgicas
CFP = células formadoras de placa

CM = caseina micelar

Con A = concanavalina A

CSD = concentrado de soro doce

CSD-L = concentrado de soro doce liofilizado
CSD-S = concentrado de soro doce desidratado em “spray Dryer”
DAB = 4-dimetilamino benzaldeido

Dap = digestibilidade aparente

EAE = escore de aminoacidos essenciais

FC = produto comercial

FDA = Food and Drug Administration

GH = grau de hidrélise

GMP = glicomacropeptidio

GSH = glutationa reduzida

GST = glutationa-S-transferase

HC = hidrolisado de colageno bovino

HCAs = hidrocarbonetos ciclicos aromaticos

Ig = imunoglobulina
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IPS = isolado de proteina de soja

ITAL = Instituto de Tecnologia de Alimentos

Lf = lactoferrina

MHC = complexo de histocompatibilidade principal

NEM = N-etilmaleimida

NK = natural killer

NZ = isolado protéico de soro de leite bovino (Nova Zelandia)
OMS = Organizacdo Mundial da Saude

PCR = proteina C reativa

PDCAAS = “protein digestibility corrected amino acid scoring”
PER = quociente de eficiéncia protéica

PHA = fitohemaglutinina

PMGG = proteinas das membranas dos glébulos de gordura do leite
PSD = pressao sanguinea diastélica

QEA = quociente de eficiéncia alimentar

Ren = isolado protéico de soro de leite bovino produzido em Rennes
ROS = radicais livres de oxigénio

SDS = dodecil sulfato de sédio

SGI = sistema gastrointestinal

SIDA/AIDS = sindrome da imunodeficiéncia adquirida

SPF = “specific pathogen free”

SRBC = antigeno especifico de eritrocitos de carneiro

TNBS = acido trinitrobenzenosulfénico

VBap = valor biolégico aparente

WPC = concentrado protéico de soro

WPI = isolado protéico de soro
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CAPITULO 1

PROPRIEDADES NUTRITIVAS E FUNCIONAIS FISIOLOGICAS DE ALGUMAS
PROTEINAS ALIMENTICIAS: REVISAO DA LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

O leite, produto de secrecao das glandulas mamarias, é um fluido viscoso
formado de uma fase liquida e particulas em suspensao, formando uma emulsao
natural, estdvel em condigbes normais de temperatura ou de refrigeragdo. Possui
elevado valor nutritivo, sendo o Unico alimento que satisfaz as necessidades
nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de cada espécie (SGARBIERI, 2004).

A composicdo do leite €& bastante variavel entre as espécies,
particularmente no que diz respeito aos teores de proteina, gordura e lactose. O
leite bovino é composto de 87,5% de agua, 3,5% de gordura, 4,5% de lactose,
1,0% de cinza e 3,5% de proteinas (VENTURINI; SARCINELLI; SILVA, 2007).
Constitui grande parte da dieta de humanos jovens e adultos e suas proteinas sao
consideradas de alta qualidade nutricional (BOS; GAUDICHON; TOME, 2000). E
fonte de nutrientes e substancias biologicamente ativas importantes, além de
conferir protecdo imunoldgica, tanto para o neonato, com o leite materno, como
para o individuo adulto.

As proteinas sao importantes constituintes dos alimentos podendo perfazer
até 40 a 50% de sua composicao, considerada em base seca. Sua importancia
nos alimentos estd na dependéncia de trés conjuntos de propriedades
(SGARBIERI, 1996; SGARBIERI, 2004), a saber: a) composicao e propriedades
nutritivas ~ (composigdo em  aminoacidos, digestibilidade, indices de
biodisponibilidade e de utilizagdo de seus aminodacidos); b) propriedades fisico-
quimicas e tecnolégicas (solubilidade, hidrofilicidade, hidrofobicidade, formacao e
estabilidade de emulsao e de espuma, geleificacdo, formacéo de biofilmes, entre

outras); c) propriedades funcionais fisiolégicas (imunoestimulante, antitumoral,

1



antibacteriana, antiviral, antiulcerogénica, antihipertensiva, anticolesterolémica,
entre outras).

O leite e seus derivados protéicos constituem alimentos de elevado
consumo pela populagdo sendo matéria prima de primeira necessidade na
industria de alimentos manufaturados.

Os derivados do leite, como o leite desnatado, 0os queijos e o0s iogurtes sdo
naturalmente ricos em nutrientes, contendo quantidades apreciaveis de alguns
nutrientes essenciais, tais como calcio, fésforo, vitamina D, proteinas, potassio e
magnésio, representando importante contribuicdo a dieta humana. Também
representam fonte significativa de niacina, devido aos teores elevados de
triptofano (WOOTEN; PRICE, 2004). A producado do leite em boas condicbes
higiénicas deve ser uma das principais metas de todos os profissionais que atuam,
direta ou indiretamente nesta area, visando obter alimentos de alto valor nutritivo e
com reduzido risco de veicular agentes nocivos a saude do consumidor
(QUEIROGA et al., 2010).

Fatores como alimentacdo e manejo dos animais, higiene adequada do
recinto, equipamentos e utensilios durante a ordenha, bem como transporte
adequado até a industria podem afetar a cor, sabor, aroma e viscosidade do leite
que refletirdo na qualidade dos produtos finais (PINNA; LIZIERE, 2000).

O leite tem sido considerado o alimento mais préximo da “perfeicdo”. E
considerado um alimento funcional devido as propriedades especiais atribuidas as
suas proteinas, elementos minerais essenciais, lipidios e vitaminas presentes em
sua composicao (McINTOSH et al., 1998; BRINK, 2002; WALZEM; DILLARD;
GERMAN, 2002; SIQUEIRA, et al., 2002; MARSHALL, 2004).

O calcio é essencial a varias fungdes biologicas, sendo necessario ao
desenvolvimento de ossos e dentes fortes, ao bom funcionamento do coragéo,
nervos e musculos, entre outras funcdes fisioldgicas. A ingestdo de calcio pode
ajudar na prevencao de doencas cronicas, que vao desde a osteoporose até a
sindrome pré-menstrual (TPM). A ingestao habitual de leite e derivados aumenta o
valor nutricional da dieta, na medida em que supre o organismo com o célcio, além

de outros nutrientes benéficos, ao mesmo tempo que aumenta sua utilizacao



melhorando sua biodisponibilidade (DEVINE; PRINCE; BELL, 1996; INSTITUTE
OF MEDICINE, 1997).

Quando se avalia a fonte de caélcio, a quantidade de célcio presente é mais
importante que a biodisponibilidade em si. A eficiéncia da absor¢cdo do calcio é
praticamente similar na maioria dos alimentos, incluindo o leite e seus derivados
(COZZOLINO, 2009).

Estudos sugerem que a interacdo do calcio com outros nutrientes
encontrados nos derivados de leite pode aumentar o efeito protetor do calcio,
nutriente notadamente importante no controle de algumas doengas e na promog¢ao
da saude. O calcio, o potassio e 0 magnésio atuam juntos, minimizando os riscos
de hipertensdao e derrame. Pesquisas demonstram que os maiores beneficios a
saude resultam de sua ingestdo veiculada a produtos de laticinios, mais
biodisponivel do que através de suplementos de calcio (MASSEY, 2001).

Uma andlise da literatura médica discutiu a influéncia do célcio derivado de
produtos lacteos no risco de obesidade, hipertensao, diabete tipo Il, osteoporose,
calculo renal, alguns problemas decorrentes da gravidez e varios tipos de cancer.
Verificou-se que a ingestao de 3 a 4 porcbes diarias de derivados de leite pode
resultar em reducdo substancial nos custos com os tratamentos de saude.
Observou-se que o aumento na ingestdo diaria desses produtos resultou na
reducao anual de 5% na incidéncia de obesidade, o que correspondeu a reducao
de 25% em 5 anos, com consequiente economia de 2,5 bilhdes de ddlares anuais,
projetando economia de 37,5 bilhées em 5 anos. No caso da hipertensao,
projetou-se ainda uma reducéo imediata de 40% na prevaléncia, resultando na
economia anual de 14 bilhdes de délares, correspondendo a 70 bilhdes de dblares
em 5 anos (McCARRON; HEANEY, 2004).

Embora nesta revisdo seja dada énfase as propriedades das proteinas do
leite bovino, outros alimentos protéicos como a soja e concentrados protéicos

obtidos do sangue bovino também constituirdo objetos de revisdo, neste capitulo.



1.2 Proteinas do leite

As proteinas do leite compreendem uma mistura complexa de varios
componentes que diferem em quantidade e qualidade entre espécies de
mamiferos. As duas fragbes principais sdo: as caseinas, que se apresentam
principalmente no estado coloidal e proteinas do soro, que estdo em solugéo
(SHANBACHER; TALHOUK; MURRAY, 1998; MARSHALL, 2004; SGARBIERI,
2005; RUSU et al., 2009).

Os componentes bioativos na fracao protéica do leite incluem enzimas,
compostos bactericidas, hormdnios, mediadores da funcdo imune e fatores de
crescimento. O primeiro grupo inclui proteinas e polipeptidios bioativos em sua
forma nativa tais como a lactoferrina, enzimas (amilase e lipase), imunoglobulinas
e hormdnios, em concentragcdo maior que no sangue provavelmente relacionada
ao importante papel biolégico (BOS; GAUDICHON; TOME, 2000; KORHONEM;
PIHLANTO, 2006).

O leite bovino contém 30-35g de proteina/litro. A maior parte destas
proteinas sdo caseinas, organizadas na forma de micelas, contendo 92% de
proteina e 8% de sais inorganicos, principalmente fosfato de calcio (SCOTT;
ROBINSON; WILBEY, 1998).

Uma terceira classe de proteinas do leite tem despertado muita atencao
dos pesquisadores nos ultimos anos. Trata-se das proteinas que formam as
membranas dos glébulos de gordura do leite (PMGG). Essas proteinas séo
formadas de material protéico e lipidios na proporcdo 1:1, em numero de pelo
menos 50 polipeptidios com a massa molecular na faixa de 10 a 300kDa
representando 1-2% da proteina total do leite (SPITSBERG; GOREWIT, 1998;
MATHER, 2000; JOHNSON et al., 2010). A maioria dessas proteinas apresenta
propriedades fisioldgicas muito importantes como inibicdo de varios tipos de
cancer, da aterosclerose e agem na prevencado de lesbes da mucosa gastrica
(SPITSBERG, 2005).

A caseina representa cerca de 80% das proteinas do leite de vaca, sendo

que os 20% restantes se encontram no soro. O soro contém uma mistura rica e



heterogénea de proteinas com atributos funcionais, podendo ser utilizadas para
fins nutricionais, biolégicos e em alimentos. O soro de leite bovino contém de 4 a
79 de proteina/litro, sendo que a concentracao real depende do tipo de soro (acido
ou doce), estagio de lactacao e condi¢cdes de processamento usados na producao
do queijo ou da caseina (FONSECA et al., 1999; BORGES et al., 2001).

As proteinas do leite apresentam um quociente de eficiéncia protéica (PER)
elevado. A caseina, considerada proteina de referéncia, apresenta um PER acima
de 2,5 e o caseinato de sodio, 2,6 (MING, 2000; MUGHAN, 2005; AUGUSTIN;
MUNOZ, 2006). As anélises do valor nutricional de caseinato de sédio e coagulo
de caseina, produzidos em planta-piloto do Instituto de Tecnologia de Alimentos,
Campinas-SP, apresentaram valores de PER iguais a 3,15 e 3,65,
respectivamente (BORGES et al., 2001). As proteinas do soro de leite apresentam
propriedades fisioldgicas importantes, sendo melhor fonte de energia e de
aminoacidos quando comparadas as proteinas do ovo, carne, soja ou até a
caseina (SGARBIERI, 1996). Qualquer fator que altere a digestibilidade das
proteinas podera afetar seu valor nutricional. A excelente eficiéncia nutricional das
proteinas do soro de leite é responsavel pelo seu alto valor biolégico (FRIEDMAN,
1996; SCHAAFSMA, 2005; SOLTAN, 2009).

1.2.1 Caseinas

A caseina pode ser definida, de maneira simplificada, como sendo a
proteina precipitada por acidificacao do leite desnatado em pH 4,6, a 20°C. As
proteinas que permanecem em solugéo, nestas condi¢des, podem ser obtidas por
precipitacdo com sulfato de aménio. Essas proteinas encontram-se em forte
associacao devido a combinacao de fatores como regides hidrofébicas, pontes de
hidrogénio, ligacdes dissulfeto e hidrostaticas (SGARBIERI, 1996).

Consistem em um grupo heterogéneo de fosfoproteinas que podem ser
isoladas por procedimentos fisicos e quimicos, como centrifugacado do leite para
separar as micelas de caseina, filtracao em gel, hidrélise enzimatica limitada da x-

caseina e o método classico de precipitagdo isoelétrica, em pH 4,6, entre 20 e



35°C, seguido de centrifugacdo para recolher o precipitado de caseinas. As
caseinas do leite bovino compreendem quatro fragdes: as1, 0s2, B € kK-caseina, nas
proporcoes de 44, 13, 33 e 10%, respectivamente (XU, 1999).

A caseina og1 apresenta forte tendéncia a interagéo hidrofébica, sugerindo
que essa proteina exerca funcao importante na formacao das micelas de caseina.
A sequiéncia de aminoacidos da B-caseina revela um segmento amino terminal
com elevada densidade de carga negativa, bastante hidrofilico, apresentando
quatro grupos fosfato no segmento 15-19. O restante do polipeptidio é fortemente
hidrofébico, contendo alta concentracdo de prolina. As k-caseinas nao reagem
com o Ca™ mas, em presenca desses ions, reagem com as 0Og; € com as B-
caseinas para formar micelas termodinamicamente estaveis (MODLER, 2000).

Ao contrario das séries og1 € B, as cargas das x-caseinas nao sao
provenientes do fosfato, o que provavelmente explica a nao reatividade da x-
caseina com o calcio. As cargas negativas da extremidade C-terminal da molécula
sao reforcadas pela presenca de residuos de carboidratos. A kx-caseina constitui
substrato para a acao da renina. A clivagem ocorre entre os residuos Pheqgs-
Metqgs, liberando um peptidio C-terminal, glicomacropeptidio (GMP) de PM 6.800
Da, soluvel e um peptidio N-terminal, p-k-caseina insoluvel, de 12.271Da. A
grande hidrofobicidade inerente a para-x-caseina favorece a agregacao das
micelas de caseina apds a acdo da renina (SGARBIERI, 1996; KORHONEN;
PIHLANTO, 2006).

O termo micelas tem sido usado para designar as particulas dispersas do
leite formadas de uma mistura complexa de proteinas. A caseina micelar pode ser
utilizada na producdo de peptidios biologicamente ativos, tais como [-
casomorfinas, fosfopeptidios e peptidios envolvidos na imunomodulacdo
(FITZGERALD, 1998; PAUIN, 1998). Além de caseina, as micelas contém elevada
percentagem de fosfato de calcio coloidal associado através de ligacbes nao
covalente (KRIF, 1999; SPREER, 1998).

As micelas sdo formadas por submicelas, aproximadamente esféricas,
agregando varias moléculas de caseina, na seguinte proporcao: os1: dg2: (B + 7v): K
= 4:1:4:1 mantidas unidas por interacdes hidrofébicas e pontes salinas. Além disso,
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o citrato e principalmente o fosfato de calcio coloidal sdo componentes que
integram e coletivamente estabilizam a micela (MORENO et al., 2000).

As caseinas apresentam residuos de serina-fosfato (nas fragdes asi1-, as2-,
and B-caseinas) que contribuem para a estabilidade de suas micelas. Também
apresentam alto teor de prolina, uniformemente distribuida na cadeia polipeptidica,
o que limita a formagédo de estrutura secundaria em a-hélice ou B-pregueada.
Assim, as caseinas apresentam estruturas mais abertas do que as proteinas do
soro, tornando-as muito mais susceptiveis a protedlise (MARSHALL, 2004;
SINDAYIKENGERA; WENSHUI, 2005).

Existem diversas variantes genéticas das caseinas e as diferentes variantes
influenciam a carga, o peso molecular e o ponto isoelétrico. A caseina og1 tem
quatro variantes genéticas (A, B, C e D). A as2 também apresenta quatro variantes:
P10 (0tss), P11 (0ea), P12 (0is3) € P13 (0is2). A B-caseina tem cinco variantes: A3, A% A',
B e C, enquanto que a x-caseina tem duas, A e B. A caseina € um dos produtos
mais importantes derivados do leite, essencial na producdo de muitos alimentos
formulados como bebidas, queijos processados, produtos para confeitarias,
industria de chocolates, produtos fermentados, sobremesas, pastas, sopas,
cereais matinais e produtos carneos. Além do alto valor nutritivo, as caseinas
conferem aos produtos formulados melhor aparéncia e melhores propriedades
sensoriais, em virtude de suas propriedades funcionais tecnolégicas (EARLY,
1998).

As caseinas sdo de natureza anfotérica, possibilitando reacdes desejaveis
em sistemas alimenticios, nas interfaces 6leo-agua e ar-agua como componente
de sistemas funcionais ou pelo aumento do valor protéico do produto final
(MODLER, 2000).

e Propriedades funcionais fisiolégicas

O principal papel conhecido das caseinas até algum tempo atras, era como
fonte dos aminoacidos necessarios ao crescimento do recém-nascido. Holt (1997)
propds como funcgao fisiolégica principal do sistema micelar da caseina, a
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prevencao da calcificacdo patoldégica nas glandulas mamarias, uma vez que o
célcio e o fésforo ligados a micela de caseina sdo assim transportados ao
organismo da criangca sem haver perigo de precipitacdo de calcio nos tecidos
produtores de leite.

Embora a caseina integra tenha sido comumente usada como um
estimulante em exudacao inflamatéria ou quimiotaxia de leucécitos (EL-NAGGER
et al., 1980; METCALF et al., 1986), dietas de caseina tem mostrado protecao
contra o desenvolvimento de cancer intestinal, em ratos (McINTOSH et al., 1995).

A B-caseina e seus peptidios opidides, conhecidos como B-casomorfinas
apresentam atividades imunomodulatérias como promocdo da sintese de
anticorpos e fagocitose (SINDAYIKENGERA; XIAWENSHUI, 2005).

As B-casomorfinas apresentam receptor celular do tipo (1) e seus efeitos
fisioldgicos, em recém-nascidos e animais no periodo de amamentacdo, vao
desde a regulacdo da absorcdo de nutrientes ao desenvolvimento do sistema
nervoso central (MIGLIORE-SAMOUR, JOLLES, 1988; FIAT, JOLLES, 1989;
SINDAYIKENGERA; XIAWENSHUI, 2005). Um peptidio da [-caseina
(Pro.Gly.Pro.lle.Pro.Asn) correspondendo a seqiiéncia 60-70 da molécula integra,
mostrou-se imunologicamente analogo ao hexa peptidio (Val.Glu.Pro.lle.Pro.Tyr)
da B-caseina humana, que foi capaz de estimular fagocitose em camundongo
(MIGLIORE-SAMOUR, JOLLES, 1988; FIAT; MIGLIORE-SAMOUR; JOLLES,
1993).

Algumas das B-caseinas bovinas apresentam 47% de sua sequUéncia de
aminoacidos correspondendo ao da p-caseina humana (FIAT, JOLLES, 1989),
portanto, € de se supor que ambas as caseinas apresentem outras propriedades
imunolégicas em comum.

Wong, Camirant e Pavlath (1996) demonstraram que a [p-caseina
apresentou efeito inibitorio sobre a quimiotaxia de neutréfilos de ovinos e um efeito
estimulante da producgéo de peroxidos pelos neutréfilos. Apresentou também efeito
estimulatério na proliferacao de linfécitos T e B em resposta a estimulo mitogénico
e producao de IL-1B por macrofagos. Esses pesquisadores concluiram que as f3-

caseinas bovina apresentam efeito seletivo no sistema inato e adaptativo. Estudo
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“in vitro” sugeriu que a B-caseina € imunomoduladora sendo particularmente
imunoestimulatéria. Contudo, a B-caseina bovina parece ter um efeito supressivo
sobre o sistema imunolégico.

As caseinas apresentam potente atividade antimutagénica, o que é
importante pela correlacao existente entre mutagénese e carcinogénese (RUSU et
al., 2009). Varios pesquisadores descreveram as caseinas, como dos mais
potentes antimutagénicos entre outras proteinas usando o teste de AMES
modificado (JONGEN, 1987). O aquecimento da caseina a 130°C por 20 min nao
alterou sua capacidade antimutagénica, porém, a mutagenicidade diminuiu ap6s
acao da tripsina no estbmago e, quando hidrolisada em seus aminoéacidos, sua
capacidade antimutagénica foi totalmente perdida (HOSONO et al., 1988). Van
Boek e colaboradores (1993) demonstraram que a caseina exerceu efeito
antimutagénico contra diversas substancias.

De acordo com Bosselaers e colaboradores (1994) a caseina e a albumina
de soro bovino (BSA), mas ndo o WPC, a B-lactoglobulina e o isolado de proteina
de soja (IPS), apresentaram efeito antimutagénico, através de medidas do reparo
de DNA em células de mamifero. A caseina, mas ndao o IPS, mostrou-se
antimutagénica em intestino delgado de camundongo alimentados com os dois
tipos de proteina juntamente com substancias mutagénicas (GOEPTAR et al.,
1997).

As propriedades antimutagénicas das caseinas estdo associadas com suas
estruturas moleculares que permitem a acessibilidade dos mutagénicos e ndo a
sua composicao de aminoacidos (VAN BOEKEL et al., 1993; BOSSELAERS et al.,
1994; GOEPTAR et al., 1997).

Caseina total e suas fracbes constituintes ligam-se avidamente com
hidrocarbonetos ciclicos aromaticos, HCAs, que sdo mutagénicos (YOSHIDA,
XIUYUN, 1992), porém o significado fisiol6gico desta complexagcédo apds digestao
da proteina ainda nao foi estabelecido. E interessante o fato de que produtos de
leite ricos em proteinas, quando aquecidos produzem baixos niveis de HCAs

mutagénicos comparados com produtos de carne, provavelmente em funcao dos



baixos niveis de creatina e creatinina, importantes reagentes nas reagdes de
formacao de compostos mutagénicos (OVERVIK, GUSTAFSON, 1990).

Gourley, Kreamer e Cohnen (1997) em estudo com criangas mostraram que
férmula com hidrolisado de caseina inibiu a atividade da B-glicuronidase intestinal.
Os carcinégenos sao inativados no figado pela conjuncédo com &cido glicurdnico,
convertendo-os em metabdlitos hidrossoliveis dos quais parte destes entra na
circulacdo e através dos rins sdo excretados na urina enquanto, o restante é
secretado na bile e chega ao intestino onde a B-glicuronidase bacteriana pode
clivar o conjugado e liberar o carcindbgeno. Govers e colaboradores (1993)
verificaram, em ratos, que dieta a base de proteina de soja produz maior dano
epitelial e proliferagéo do epitélio colbnico (fatores de risco para o cancer de colon)
do que dieta com caseina. Esses achados estdo de acordo com os obtidos por
Dias e colaboradores (2006), em modelo de cancer de célon em camundongos
tratados com azoximetano como carcinégeno e dietas a base de IPS, caseina
bovina e WPC. O grau de protecao, tanto para lesbes pré-cancerigenas como
para carga tumoral foi, IPS < caseina< WPC.

Uma excelente revisdo sobre atividade antitumoral das proteinas do leite foi
publicada por Parodi (2007).

e Peptidios bioativos

Varios peptidios existentes na seqliéncia de aminoacidos das caseinas ja
foram estudados. Os peptidios bioativos mais importantes sdo as casomorfinas,
com atividade opidide por se ligarem a receptores opidides no epitélio intestinal e
em outras células (SCHLIMME; MEISEL, 1995; SINDAYIKENGERA,;
XIAWENSHUI, 2005; HARTMANN; MEISEL, 2007); antagonistas opidides (FIAT;
MIGLIORE-SAMOUR; JOLLES, 1993; KORHONEM; PIHLANTO, 2006); peptidios
com atividade imunoestimulante (ELLIS; MASTRO; PICCIANO, 1996;
SCHANBACHER et al., 1998); peptidios com atividade anti-hipertensiva; e
fosfopeptidios com habilidade para sequestrar calcio (SGARBIERI, 1999), ferro
(BOUHALLAB; LEONIL; MAUBOIS, 1991; PERES et al., 1997; AIT-OUKHATAR et
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al., 1999; 2000) e, possivelmente, outros minerais, agindo como carreadores de
substancias bioativas.

A habilidade dos fosfopeptidios de caseina ligarem caélcio ja & bem
conhecida, mas ndo esta claro se esses peptidios sdao efetivos no estimulo do
metabolismo de calcio como transporte, absor¢éo e/ou utilizagdo na mineralizacao
Ossea (JELEN; LUTZ, 1998).

Os residuos fosfoseril das caseinas se ligam fortemente ao ferro
(SINDAYIKENGERA; WENSHUI, 2005), tornando-se soluveis no pH alcalino do
duodeno (BOUHALLAB; LEONIL; MAUBOIS, 1991), o que previne a precipitagao
do ferro durante a digestdo, melhorando sua absor¢do (HURRELL, 1997).

1.2.2 Proteinas do soro de leite

O soro é a fracao do leite obtida ap6s retirada das caseinas (HOFFMAN;
FALVO, 2004), contendo uma mistura de proteinas, lactose, sais minerais (célcio,
fésforo, magnésio e zinco), vitaminas e tracos de gordura. A composicao dos
produtos de soro varia de acordo com o tipo de leite e tipo de queijo e processo de
obtencdo (USDA, 2003). O descarte final do soro de forma racional é um dos
maiores problemas enfrentados por boa parte das industrias de laticinios,
principalmente as de pequeno e médio porte que, em sua grande maioria, 0
descartam diretamente na rede publica, rios ou lagos, sem nenhum tratamento
prévio, causando sérios riscos ao meio ambiente, uma vez que nao possui
condigcdes de absorver uma carga poluidora extremamente rica em elementos
organicos (SIQUEIRA et al., 2002). Ha trés tipos de produtos protéicos de soro
resultante de varias técnicas de processamento: soro em pd, concentrado e
isolado protéico (HOFFMAN; FALVO, 2004).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria por trés
maneiras principais: pelo processo de coagulagdo enzimatica (quimosina),
resultando no coagulo de caseinas, matéria-prima para a producao de queijo e no
soro “doce”; precipitacdo acida no pH isoelétrico (pH 4,6, 20°C), resultando na

caseina isoelétrica, que é transformada em caseinatos e no soro acido; separacao
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fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um concentrado de
micelas e as proteinas de soro, na forma de concentrado ou isolado protéico
(SGARBIERI, 2004). O “soro acido” é obtido por precipitacao acida das caseinas
enquanto que aquele obtido pela coagulagcdo enzimatica das caseinas é
conhecido tradicionalmente como “soro doce” (HUFFMAN; HARPER, 1999).

O processamento do leite desnatado por microfiltracdo (didmetro de
membrana 0,2um) permite fraciona-lo em um permeado que contém a maioria das
proteinas do soro e baixa concentragédo de lipidios e um retentado, consistindo de
caseina nativa, na forma micelar. O tratamento posterior do retentado por
diafiltracao resultara em um preparado de caseina com mais de 90% de pureza,
podendo substituir, com vantagens, o caseinato de sodio em suas aplicacbes
(MAUBOIS; OLIVER, 1992).

O soro apresenta composicao média de 6,9% de sélidos totais; 0,6% de
sais minerais; 0,3% de gordura; 0,9% de proteinas, 5,0% de lactose e 0,2% de
acido lactico, resultante da fermentagdo da lactose (HARAGUCHI; ABREU;
PAULA, 2006). Dessa forma, o volume de descarte anual equivale a
aproximadamente 24.300 toneladas de sais minerais, 36.450 toneladas de
proteinas, 12.150 toneladas de gordura e 202.000 toneladas de lactose,
demonstrando que o problema relacionado a poluicdo ambiental € bem mais sério
do que se imagina. Por outro lado, sdo langcados ao meio ambiente grande
quantidade de proteina e de gordura que poderiam ser aproveitadas na
elaboragao de ricota, achocolatados, bebidas lacteas e em alimentagdo animal,
além da possibilidade de utilizacdo como nutriente em meios de cultura para
processos fermentativos (FLORENTINO et al., 2005; SARON et al., 2007).

Devido ao elevado teor de agua e reduzido teor de proteinas, de 0,6 a 0,9%,
o0 uso de soro lacteo em produtos alimenticios convencionais ainda é limitado,
principalmente pelo custo de secagem. Ja na forma desidratada, o soro contém
12% de proteina, 3% de gordura, 10% de minerais e 75% de lactose (WONG;
CAMIRANT; PAVLATH, 1996; WONG et al., 1996).

Os valores médios de pH encontrados em soros resultantes de produgéao de
queijos assemelham-se aqueles verificados com o soro doce, 6,1-6,5 (MORR,;

12



FOEGEDING, 1990), possibilitando vasta aplicacdo do soro como ingrediente em
alimentos funcionais e/ou elaboracdo de produtos fermentados. A quantidade de
proteinas encontrada em soros de queijo de coalho variou de 1,78 a 1,82%
(FURTADO, 1991; TEIXEIRA; FONSECA, 2008).

A expressao “proteinas de soro” engloba varias proteinas diferentes, que
incluem a B-lactoglobulina, a-lactalbumina, as imunoglobulinas, a albumina sérica
bovina, a lactoferrina e a lactoperoxidase, além de fosfopeptidios e
glicomacropeptidios, derivados das caseinas no soro de queijo (SHAN, 2000;
KORHONEN; PIHLANTO, 2006).

Estudos “in vitro” e/ou com animais experimentais identificaram atividades
bioldgicas especificas para cada uma dessas proteinas. A B-lactoglobulina € uma
proteina ligadora de retinol, desempenhando papel na absorcéo e disponibilidade
de vitamina A (HARPER, 2000). A o-lactalbumina, que corresponde a 25% das
proteinas totais do soro, € utilizada em férmulas infantis comerciais similares ao
leite humano (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002) e esta presente no leite de
todos os mamiferos (LONNERDAL; ERIC; LIEN, 2003). Essa proteina também liga
célcio, zinco e outros minerais (HARPER, 2000).

As imunoglobulinas (IgG1, IgG2, IgA e IgM) também exercem atividades
antimicrobianas, podendo neutralizar toxinas e virus (SHAN, 2000). A lactoferrina
€ muito pesquisada sendo uma proteina ligadora de ferro (WALZEM; DILLARD;
GERMAN, 2002; USDEC, 2003). Varias funcdes biolégicas sdo descritas para a
lactoferrina, incluindo atividade antibacteriana, antiviral, imunomoduladora,
anticancer e antioxidante, além da acgao prebiética estimulando o crescimento de
bactérias benéficas no intestino. Seu principal uso € em formulas infantis
maternizadas (NAIDU, 2000).

A albumina sérica bovina (BSA) é derivada do sangue materno e chega ao
leite via mecanismo de transporte celular, por meio dos vasos sanguineos na
glandula mamaria (HUFFMAN, 1996; BEAULIEU; DUPONT; LEMIEUX, 2006). A
concentragdo de albumina no soro de leite aumenta em caso de mastite. A funcao
dessa proteina no leite € desconhecida, embora seja conhecida a capacidade de
ligar acidos graxos e outras moléculas menores (WALZEM; DILLARD; GERMAN,
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2002). A BSA corresponde a cerca de 10% das proteinas de soro de leite. E uma
proteina de alto peso molecular, rico em cistina (aproximadamente 6%) e
relevante precursor da sintese de glutationa. Possui afinidade por acidos graxos
livres e outros lipidios, favorecendo seu transporte na corrente sanguinea (GOLD;
BOUNNOUS, 1993; DE WIT, 1998; HARAGUCHI; ABREU, DE PAULA, 2006). A
BSA desnaturada pode reduzir a probabilidade de o individuo desenvolver
algumas doencas, tais como diabetes dependente de insulina e doencas auto-
imunes (STRAND, 1995; BEAULIEU; DUPONT; LEMIEUX, 2006; KRISSANSEN,
2007).

As proteinas de soro correspondem, aproximadamente, a 20% das
proteinas totais do leite bovino sendo muito valorizadas e, devido ao seu teor de
aminoacidos essenciais, seu valor nutritivo € maior do que outras proteinas da
dieta (SHAN, 2000).

A superioridade nutricional das proteinas de soro, em relagdo a de outras
proteinas, para a nutricdo humana esta relacionada, também, ao perfil de
aminoacidos. Essas proteinas apresentam quase todos os aminoacidos essenciais
em excesso as recomendacgdes, exceto os aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendacgdes para
todas as idades. Apresentam elevadas concentragdes dos aminoacidos triptofano,
cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SHAN, 2000; SGARBIERI, 2004). Os
aminoacidos sulfurados sao importantes para a biosintese de glutationa, um
tripeptidio com propriedades antioxidante, anticarcinogénica e imunomoduladora.
Proteinas de soro sdo também boas fontes de aminoécidos de cadeia ramificada
como isoleucina, leucina e valina (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

As proteinas do soro sao altamente digeriveis e rapidamente absorvidas
pelo organismo, estimulando a sintese protéica sanglinea e tecidual a tal ponto
que alguns pesquisadores classificaram essas proteinas como proteinas de
metabolizacdo rapida, muito adequadas para situagdes de estresse metabdlico em
que a reposicao de proteinas no organismo se torna emergencial (BOIRIE et al.,
1997; DANGIN et al., 2001). Essas proteinas representam a melhor fonte natural

de aminoacidos de cadeia ramificada, os quais podem estimular a sintese de
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proteina muscular, ajudando a minimizar a perda de proteina em condicdes de
catabolismo acelerado, o que € interessante no caso de atletas (SHAN, 2000).

A prescricdo correta da terapia nutricional para o paciente grave depende
do entendimento da resposta metabdlica decorrente da agressao aguda, conforme
ocorre nos casos de trauma, choque, sepse e inflamacao sistémica. Ocorre
nessas situagdes uma resposta generalizada, em que ha mobilizagdo de energia
para estimular a funcédo imune e o reparo dos tecidos lesados, 0 que se da a custa
do consumo de massa magra e do aumento da perda urinaria de nitrogénio. Os
aminoacidos sdo mobilizados do musculo esquelético, tecido conjuntivo e intestino,
para promover a cicatrizacao das feridas e para a sintese hepatica de proteinas de
fase aguda, além de tornarem-se substrato para a gliconeogénese (PICCOLO et
al., 2002; CORTES et al., 2003; VANNUCCHI; MARCHINI, 2007).

As necessidades protéicas do paciente hipercatabdlico sdo grandes e o
balanco nitrogenado é o parametro nutricional isolado mais consistentemente
associado a melhora do progndstico. Recomenda-se para estes pacientes o
fornecimento de 1,5 a 2g/kg/dia de proteina. Varios estudos mostram que 1,25
g/kg/dia promove melhora do balanco nitrogenado (RIBEIRO, 2004).

e Concentrados e isolados protéicos de soro de leite

Os concentrados protéicos de soro (WPC) estao disponiveis em niveis de
proteina entre 34 a 85%. Este produto contém lactose, gordura e minerais. Com o
aumento da proteina, a porcentagem de lactose no concentrado protéico de soro
diminui. Nos Estados Unidos os concentrados eram produzidos inicialmente
visando minimizar a poluicdo sendo usado para alimentacdo animal e como
ingrediente na formulagdo de alimentos para humanos. Concentrados com mais
de 80% de proteina sao utilizados na formulacao de produtos carneos, panificacao,
sopas e surimi, além de varios produtos de confeitaria (HUFFMAN, 1996; EL-
SALAM; EL-SHIBINY; SALEM, 2009).

Os isolados protéicos de soro (WPI) contém, no minimo, 90% de proteina
em base seca, menos de 1% de gordura e lactose e cerca de 2% de cinza. Eles
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podem ser preparados por troca ibnica ou por processo de ultrafiltracdo com
utilizacdo de membranas. Além de utilizados nas mesmas aplicagdes que 0s
concentrados de soro com alto teor protéico, os isolados sdo muito utilizados em
bebidas energéticas para atletas e em produtos para dietas especiais (YEE;
WILEY; BAO, 2007).

Os isolados protéicos de soro podem ser aquecidos com acidos ou tratados
com enzimas proteoliticas para formar hidrolisados protéicos de soro. Como
resultado de novas tecnologias, uma variedade de aminoacidos, peptidios e
fracdes biologicamente ativas puderam ser isolados das proteinas de soro
(WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

Os isolados compreendem as fontes mais puras de proteinas disponiveis.
Durante o processamento dos isolados protéicos ha uma remocéo significante de
gordura e lactose. Como resultado, individuos que sdo intolerantes a lactose
podem ingerir com seguranca esses produtos (GEISER, 2003). Embora a
concentracdo de proteina dos isolados seja maior, algumas vezes pode haver
desnaturacao protéica devido aos processos de obtengdo utilizados. Essa
desnaturacao acarreta reducdo nas propriedades funcionais biolégicas das
proteinas (HOFFMAN; FALVO, 2004; PHILIPINA; RIZVI, 2008; LANDS et al.,
2010).

A producao e a composicao dos concentrados e isolados protéicos de soro
de leite bovino foi bastante pesquisada nos ultimos anos (MORR; FOEGEDING,
1990; JAYAPRAKASHA; PATEL; RENNER, 1993; 1994; EL-SALAM; EL-SHIBINY;
SALEM, 2009). O concentrado protéico de soro de leite representa uma variada
mistura de proteinas com propriedades fisicas, quimicas e funcionais,
desempenhando papel importante na nutricido, como uma fonte excepcionalmente
rica e balanceada de aminoacidos essenciais (REGESTER; McINTOSH; LEE,
1996; SMITHERS et al., 1996). Trata-se de sistema multifuncional que é
adicionado a diversos alimentos visando aumentar seu valor nutricional e melhorar
as propriedades funcionais de geleificacdo, viscosidade, estabilizacdo de
emulsdes ou espumas, entre outras (MORR; HA, 1993; JAYAPRAKASHA;
BRUECKNER, 1999).
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O WPC é obtido por ultrafiltragdo do soro acido ou doce e seco em “spray
dryer” para manter a funcionalidade das proteinas. E possivel obter-se um WPC
com >80% de proteinas por meio de ulirafiltracdo e diafiltracado seguido de
secagem por atomizacao. A desnaturacao promovida nas proteinas de soro varia
de 14,3 a 21,7% (RALKIN et al.,, 2007). O WPC com 34% de sélidos totais
apresenta uma composicdo semelhante a do leite desnatado em pd,
diferenciando-se no perfil de minerais e no tipo de proteina (JAYAPRAKASHA;
BRUECKNER, 1999).

Os teores médios de cinza, lactose e gordura no WPC variam,
significativamente, dependendo do conteudo de proteina (JAYAPRAKASHA,;
PATEL; RENNER, 1994). Nos Estados Unidos fixaram-se 0s seguintes padrdes
para a composicao do WPC: proteina (minima 25%), gordura 0,2-10%, 2-15% de
cinza; maximo de 60% de lactose e 1-6% de umidade (RENNER; ABD EL-SALAM,
1991).

Com o desenvolvimento das tecnologias de fracionamento em membranas
e com as descobertas da importancia das proteinas do leite em ciéncia e
tecnologia de alimentos e na nutricdo, houve um forte incremento das pesquisas,
procurando intensificar o uso mais adequado dessas proteinas (WONG;
CAMIRANT; PAVLATH, 1996; BOUNOUS, 1997; HUFFMAN, HARPER, 1999).

Uma das primeiras aplicacdes de sistemas de membrana na industria foi na
producédo de concentrados protéicos de soro. A ultrafiltracdo e a osmose reversa
sdao muito utilizadas para concentrar proteinas de soro, permitindo o
desenvolvimento de um grande leque de concentrados protéicos (PEARCE, 1992;
SILVA, 2010), utilizando-se também diversas outras tecnologias como filtragcao,
centrifugacao, evaporacao, secagem, tratamento térmico, fermentacao, adicao de
ingredientes, desmineralizacéo, cristalizagdo entre outras (SIQUEIRA et al., 2002).
Outras pesquisas interessantes referem-se ao fracionamento de proteinas do soro
e a separacado de fracdes protéicas, com propriedades funcionais especificas
(ROSEMBERG, 1995).

A ultrafiltracdo € um processo semelhante a filtragdo tradicional. Devido a
diferenga de pressdo aplicada, as moléculas de solventes e solutos de menor
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tamanho permeiam através dos poros da membrana, enquanto outras moléculas e
particulas de maior tamanho sado retidas. Os didmetros dos poros destas
membranas encontram-se na faixa entre 0,05um e 1um. Geralmente, a
ultrafitracdo é empregada para a separagcdo de macromoléculas com peso
molecular superior a 1TkDa (RODRIGUES et al., 2003).

Uma membrana pode ser definida como uma barreira seletiva, sélida ou
liquida, que separa duas fases e restringe o transporte de uma ou varias espécies
quimicas, de maneira especifica. Esse transporte pode ocorrer por difusdo ou
conveccao, e é induzido por um gradiente de potencial quimico (pressao,
concentracdo e temperatura) ou potencial elétrico. A maioria das membranas
comerciais de ultrafiltracdo € constituida de materiais poliméricos, como, por
exemplo: polisulfona, poli (éter-sulfona), derivados de celulose e poli (éter-imida) e
poliacrilonitrila (MULDER, 1991).

As tecnologias de filtragdo por membranas envolvem a passagem do soro
fluido juntamente com seus componentes soluveis por uma membrana
semipermeavel. Por meio de um gradiente de pressao através da membrana, as
moléculas menores, capazes de permear a membrana, sao separadas. As
moléculas e/ou particulas maiores ndo conseguem atravessar a membrana, sendo
continuamente concentradas, até que se consiga alcancar o fator de concentracao
(FC) pré-determinado. Com o uso de membranas com tamanhos de poros ou
valores de peso molecular de corte diferentes, torna-se possivel separar ou
concentrar seletivamente os componentes do soro. No processo, quase toda a
proteina é retida, sendo que o seu teor no retentado aumenta com o fator de
concentracdo (SPREER, 1998). Essa tecnologia permite obter concentrados de
caseina e de proteinas de soro, além de proteinas nativas isoladas, conservando
a qualidade do produto (PUNIDADAS; RIZVI, 1998).

O processo de microfiliragdo utiliza membranas de 1,4 a 0,8um de
porosidade e permite a exclusdo quase total de microorganismos do soro,
ajudando também na remocao de lipidios residuais, com conseqliente aumento
das propriedades funcionais dos concentrados protéicos (JAYAPRAKASHA;
BRUECKNER, 1999).
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e Propriedades funcionais fisiolégicas

Entre algumas das propriedades funcionais fisioldégicas atribuidas as
proteinas de origem alimenticia, particularmente as do soro de leite, destacam-se:
propriedades imunoestimulantes (BOUNOUS; KONGSHAVN, 1985; BOUNOUS;
BATIST; GOLD, 1989; GILL; RUTHERFURD, 1998; SGARBIERI, 2004);
propriedade antitumoral (BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1991; McINTOSH et al.,
1995; BOUNOUS, 2000; TSUDA; SEKINE, 2000; PARODI, 1998; DIAS, 2004);
propriedade antihipertensiva (SGARBIERI, 1999; ARIYOSH, 1993); efeito
hipocolesterolemizante (NAGAOKA et al., 1992; JACOBUCCI, 1999; JACOBUCCI
et al., 2001); acao antibacteriana e antiviral (KONDO et al., 1992; OUWEHAND et
al., 1997; TSUDA; SEKINE, 2000; SGARBIERI, 2004); absor¢cdo de minerais
essenciais, acao antioxidante (KITTS; YUAN, 1992; KITTS; WEILER, 2003;
SGARBIERI, 2004; KITTS, 2005; KITTS; NAKAMURA, 2006) e acao
anticariogénica (WARNER; KANEKAMIAN; ANDREWS, 2001).

Os efeitos biolégicos e fisiologicos das proteinas do soro de leite séo
atribuidos as fracdes a-lactalbumina, B-lactoglobulina, soroalbumina, lactoferrina,
lactoperoxidase, imunoglobulinas, além de uma pequena quantidade de
substancias bioativas, incluindo horménios, fatores de crescimento celular e
citocinas, que estdo presentes em concentracdes que podem ser consideradas
significativas para oferecer beneficios ao organismo. Estas fracbes protéicas
foram implicadas em inumeros efeitos bioldgicos observados em estudos com
humanos e animais (McINTOSH et al., 1998; PARODI, 1998).

As concentracées dos componentes do soro de leite responsaveis pelas
propriedades funcionais fisiol6gicas observadas em inumeros estudos ja foram
determinadas. Na molécula da albumina do soro bovino encontram-se 17 residuos
de cistina e 6 seqUéncias de acido glutamico-cistina. Na lactoferrina ha 17
residuos de cistina e 4 seqléncias de acido glutamico-cistina. Na a-lactalbumina 4
residuos de cistina e na B-lactoglobulina, 2 residuos de cistina. Ficaram
evidenciadas as fracdes que contém aminoacidos sulfurados, considerados
importantes pelo efeito do soro de leite bovino na saude (BARUCHEL et al., 1998).
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Pesquisas realizadas em diferentes modelos experimentais (com animais,
humanos e “in vitro”) utilizando a proteina do soro de leite tém comprovado sua
eficacia no organismo, incluindo efeito imunomodulador, agcao antibacteriana e
antiviral, estimulo a absorcdo e funcdo intestinal, aumento da absorcdo de
minerais, melhores respostas no combate as infecgdes e processos inflamatorios,
promocao da sintese de glutationa, além de efeito citoprotetor da mucosa gastrica
(BOUNOUS et al., 1993; KENNEDY et al., 1995; BRINK, 1996; PARODI, 1998;
ROSANELI et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2001; CASTRO et al., 2010).

Dietas contendo concentrados protéicos de soro de leite estimularam a
sintese de imunoglobulina M (IgM) e de glutationa, respectivamente, no baco e no
figado de camundongos da linhagem A/Uni, efeitos estes mais acentuados do que
com outras proteinas testadas. Encontrou-se forte correlagdo linear positiva (r =
0,998) entre células do baco produtoras de IgM e as concentracbes de glutationa
no figado (DIAS, 2004). Em estudos prospectivos duplo-cego, 18 criancas entre 1
e 6 anos de idade, portadoras de HIV foram suplementadas com WPC ou placebo
(maltodextrina) por 4 meses. Observou-se uma elevacgao da sintese de glutationa
eritrocitaria e reducdo na ocorréncia de episédios infecciosos no grupo
suplementado com WPC (MORENO, 2002).

A acado imunoestimulatéria foi verificada tanto com os concentrados e
isolados protéicos de soro, como com as proteinas isoladas do soro, como:
imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase, glicomacropeptidio (GMP). Este
ultimo sé é encontrado no soro doce, como produto da acdo da enzima coagulante
quimosina sobre x-caseina. Além de estar presente no soro, a lactoferrina é
secretada por neutréfilos, podendo estimular o crescimento de varios tipos de
células do sistema imune como linfécitos, macréfagos/monécitos, além de
estimular a resposta imune humoral (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

O efeito das proteinas de soro na modulacdo da sintese protéica foi
bastante investigado. Tanto o envelhecimento como a presenca de varias
patologias podem acarretar queda na sintese de proteinas e, consequentemente,
comprometer o desempenho de suas funcoes, afetando os processos fisioldgicos
e patolégicos do organismo (BRINK, 2002).
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e Imunomodulacao

Uma das propriedades funcionais fisiolégicas estudadas e importantes,
exercidas por proteinas do soro de leite, se relaciona com seu poder
imunomodulador. Nas ultimas duas décadas, foram relatados varios estudos sobre
o efeito da utilizacdo de fontes alimentares protéicas para induzir maior ativacao
dos processos imunes e diminuicdo dos processos patolégicos (BOUNOUS;
GOLD, 1991; BOUNOUS et al., 1993; BRINK, 1996; SGARBIERI, 1996).

Desde sua descoberta em 1888, a glutationa é pesquisada por apresentar
varias fungbes bioldégicas. Em 1929, Hopkins e Rendall descobriram que a
glutationa é um tripeptidio, composto por trés aminoacidos, cisteina, glicina e
acido glutamico, formando L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, presente em maior ou
menor concentracdo em todas as células do organismo humano e animal, que
exerce sua atividade bioquimica através do grupamento sulfidrila de sua estrutura
(MEISTER, 1991; COTGRAVE; GERDES, 1998), sendo o cofator para as reacoes
da glutationa S-transferase (GST) (TORRES; SOARES; MAIA, 2004).

Tendo em vista que todos os organismos vivos estdo continuamente
expostos a compostos quimicos, os xenobidticos, varios mecanismos de protecao
foram desenvolvidos durante o processo evolutivo contra o dano provocado por
esses compostos. Os animais mais evoluidos como o homem, desenvolveram no
figado um mecanismo enzimatico que intercepta os xenobidticos, transformando-
0os em substancias mais hidrossoluveis, facilmente excretadas do organismo
(KALANT, 1991), impedindo seu acumulo e, conseqlientemente, o surgimento de
danos no material genético (TORRES; SOARES, PEREIRA, 2006).

O metabolismo de xenobibticos “in vivo” consiste de dois passos principais.
O primeiro relaciona-se a bioativacdo ou biotransformacao desses compostos
mediada pelas enzimas hepaticas da fase 1, como as enzimas da familia do
citocromo P450 monooxigenases. O segundo passo envolve a conjugacao e a
desintoxicacao primaria, mediadas por enzimas da fase 2, incluindo a glutationa-S-
transferase (GST), UDP-glucoronosiltransferases e sulfotransferases (YONG WU
et al., 2004).
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A GST constitui o principal grupo de proteinas soluveis do figado,
envolvidas na desintoxicagdo celular de compostos eletrofilicos, gerados
intracelularmente ou encontradas na forma de xenobidticos. Sua maior
concentragdo é observada no figado, mas também se encontra em menores
concentracdes nos pulmoes, intestino delgado e outros 6rgaos. Essas proteinas
sdo encontradas em diferentes formas, chamadas de isoenzimas (HAYES;
PULFORD, 1995). Sua acao desintoxicadora é importante na protecdo contra
estresse oxidativo, cancer e outras doencas degenerativas, incluindo aquelas
associadas com o envelhecimento (BABBITT, 2000).

Os xenobiodticos, a semelhanga do que acontece com as substancias
endogenas, sao conjugados com diversas substancias. Entre as reacdes
importantes, tem-se a sulfatacdo, a acetilacéo, a metilacao, além de conjugacoes
com a GSH e com aminoé&cidos. A conjugacao de agentes toxicos com a GSH é
catalisada, na sua fase inicial, pela GST que atua na fase Il da biotransformacao,
prevenindo danos a membrana celular e outras macromoléculas (MALMEZAT et
al., 2000; DYBING et al., 2002).

As GSTs do citoplasma dos mamiferos sdo todas diméricas com
subunidades de 199-244 aminoacidos (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).
Estima-se que existam, pelo menos, 20 GSTs na espécie humana, estando tais
enzimas presentes na maioria dos organismos vivos. A familia das GSTs é
composta por proteinas diméricas soluveis e multifuncionais que podem conjugar-
se com moléculas eletrofilicas, tornando-as menos tdxicas, ja que catalisam o
ataque nucleofilico pela glutationa sobre as mesmas (PERSSON et al., 1995).
Entre as enzimas GSTs mais conhecidas estdo as GSTM1, GSTT1 e GSTP1,
todas polimérficas na populagcdo humana (ABDEL-RAHMAN et al., 1996). Como
estas enzimas catalisam a conjugacdo da glutationa com xenobidticos, sua
auséncia poderia reduzir a capacidade de um organismo na eliminagdo de
metabolitos reativos (CHENG et al., 1999).

A biossintese da glutationa se da intracelularmente pela acao combinada de
duas enzimas: v glutamil cisteina sintetase e glutationa sintetase. A primeira

enzima é a que regula a sintese, sendo a cisteina o aminoacido limitante da
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intensidade da sintese. Varias pesquisas demonstraram uma correlacdo positiva
entre as concentracbes de GSH em varios 6rgaos e a produgcdo de anticorpos
(IgM) pelas células do bago, em roedores (BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1989;
DIAS, 2004; BOUNOUS; GOLD, 1991; SGARBIERI et al., 2000).

Quantidades minimas de cisteina sdo encontradas em alimentos como na
clara de ovo crua, leite e carnes, porém, em quantidade insuficiente para sua
utilizacdo como substrato na sintese de glutationa, que exerce um papel central na
protecao contra os efeitos danosos de bactérias, virus, poluentes e radicais livres.
E essencial na manutencdo dos grupos tidis das proteinas e outros componentes.
Esta envolvida no transporte de aminoacidos e participa da iniciacdo e progressao
de células de defesa do sistema imune. Sem a glutationa antioxidantes
importantes como as vitaminas C e E ndo poderiam desempenhar suas funcdes
bioldgicas. Além de interagir com varias drogas, participa também como cofator
das enzimas formaldeido desidrogenase, maleilactoacetato isomerase, glioxalase,
prostaglandina endoperoxidase isomerase e outras enzimas similares (MEISTER,
1991, BOUNOUS, 1997; ANDERSON, 1998).

A diminuicdo dos niveis de glutationa esta associada com a diminuicdo da
resposta imune. A glutationa intracelular esta diretamente relacionada a habilidade
dos linfécitos responderem a estimulos antigénicos em animais. A resposta imune
humoral, envolvida na producao de anticorpos, requer rapida sintese protéica que,
por sua vez, requer uma adequada ingestao dietética de aminoacidos essenciais
encontrados em proteinas como as do soro de leite (BOUNOUS; GOLD, 1991).

A glutationa tem participacdo importante em varios estados patolégicos
como agente imunoestimulante, anti-inflamatério, desintoxicante de antiradicais
livres (RUAN et al., 1997; LI et al., 2000; PASTORE et al., 2003).

e Efeito hipocolesterolémico

Varias pesquisas avaliaram o efeito positivo das proteinas de soro na
reducao dos niveis de triglicérides e colesterol sanguineo e/ou hepatico. Os
componentes bioativos que o soro contém podem proteger o coragdo contra
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doencas. Por exemplo, peptidios derivados do soro podem também proteger o
desenvolvimento da hipertensao, inibir agregacéo de plaquetas e baixar os niveis
de colesterol sanguineo. Os peptidios do soro mostraram inibicao da atividade da
enzima conversora da angiotensina (ACE), que converte o hormdnio angiotensina
| em angiotensina Il a qual promove a vasoconstricdo com conseqliente aumento
da pressao sanguinea. Peptidios oriundos de algumas proteinas (a-lactalbumina e
B-lactoglubulina) do soro sao capazes de inibir a ACE (FITZGERALD; MEISEL,
2000; PIHLANTO-LEPPALA et al., 2000). Em estudo efetuado com humanos
verificou-se que a ingestdo, por 6 semanas, de um isolado protéico de soro
hidrolisado contendo peptidios bioativos reduziu a pressdo sanguinea em
individuos hipertensos (PINS; KEENAN, 2004).

Algumas proteinas de soro podem também afetar a coagulacao sangtiinea.
Estudos “in vitro” e “in vivo” sugerem que peptidios derivados do
glicomacropeptidio (GMP) e da lactoferrina podem inibir a agregacao de plaquetas
e a trombose (RUTHERFURD; GILL, 2000). Além disso, as proteinas de soro
podem reduzir os niveis de colesterol ou apresentar um efeito favoravel nos niveis
dos lipidios sanguineos (KAWASE; HASHIMATO; HOSODA, 2000; WALZERM,
DILLARD, GERMAN, 2002).

Nagaoka, Kanamane e Kuzuia (1991) estudaram os efeitos das proteinas
de soro e da caseina nos niveis séricos e hepaticos de lipidios em ratos,
verificando maior efeito hipocolesterolémico com as proteinas de soro do que com
a caseina. A reducao do colesterol hepatico promovida por proteinas de soro foi
atribuida, principalmente, a diminuicado do LDL-colesterol. Em outro experimento,
utilizando as mesmas fontes protéicas, acrescentadas de 1% de colesterol, os
mesmos autores encontraram concentracoes de colesterol sérico totais,
significativamente menores, no grupo alimentado com proteina de soro lacteo
(NAGAOKA et al., 1992).

Encontrou-se também efeito positivo na reducado do colesterol sanguineo
em ratos machos da linhagem Wistar, semelhante ao efeito verificado com a
proteina de soja, contrarios a caseina que tende a aumentar a colesterolemia
sanglinea e a lipidemia hepatica (JACOBUCCI, 1999; JACOBUCCI et al., 2001).
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e Doencas cronico-degenerativas e longevidade

O aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares, diabetes, obesidade
e outras, no Brasil e no mundo, estd associada as modificagdes ocorridas no
padrao alimentar e no estilo de vida da populacao. Dados da Organizacao Mundial
da Saude (OMS) indicam que estas doencas sao responsaveis por 70-80% da
mortalidade nos paises desenvolvidos e 40% naqueles em desenvolvimento. As
principais causas de morte no mundo, segundo a OMS, sao doencas que
poderiam ser prevenidas ou controladas por meio de modificagcdo nos padrbes
alimentares. Estes dados contribuiram para o rapido progresso cientifico e
industrial ocorrido nas ultimas décadas (SALGADO, 2000).

As recentes descobertas nas areas da bioguimica nutricional e biomédica
contribuiram para desvendar as complexas relagdes existentes entre a nutricao e
a incidéncia de varias doencgas, indicando que proteinas contidas nos alimentos e
peptidios delas derivados podem desempenhar fungdes importantes na prevengao
ou no controle de algumas condi¢des patologicas. Alguns dos agentes funcionais
derivados destes nutrientes poderiam ser importantes na melhoria da saude, na
promocao do bem estar e no aumento da longevidade (SGARBIERI et al., 2000).

No decorrer dos anos, inumeros estudos demonstraram que o aumento do
consumo de gordura na dieta e o aumento de doencgas cardiovasculares, estao
ligados a varios fatores como idade, caracteristicas genéticas, estilo de vida
sedentario e consumo de alcool (GROZIAK; MILLER, 2000).

O leite € composto por mais de 12 tipos diferentes de gordura incluindo
esfingolipidios, esterdis livres, colesterol e acido oléico. Um estudo com um grupo
de 20 pessoas adultas saudaveis do sexo masculino procurou verificar se a
suplementacao do leite fermentado com adicdo de concentrado protéico de soro
poderia afetar a pressao sangtinea e os lipidios séricos (KAWASE; HASHIMOTO;
HOSODA, 2000). O leite continha Lactobacillus casei e Streptococcus
thermophilus. Durante oito semanas, os voluntarios consumiram pela manha e a
noite 200mL de leite fermentado com concentrado protéico de soro, e o grupo
controle recebeu um placebo, que consistia em produto de leite ndo-fermentado
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também adicionado de concentrado protéico de soro. Apds oito semanas o
primeiro grupo mostrou um aumento nos niveis de HDL e diminuicdo dos
triacilglicerdis e da pressao sanglinea, em relagdo ao grupo controle. Embora os
niveis de colesterol total e LDL-colesterol fossem mais baixos no grupo que
recebeu leite fermentado, essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa
(MARSHALL, 2004).

e Atividade anticancer

O céancer é uma doenca complexa cuja inducdo e desenvolvimento
dependem de inimeros fatores. E a segunda causa de morte nos Estados Unidos
(22,9%) (U.S. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2003).
O cancer de colon é o terceiro mais comum em homens e mulheres, enquanto que
o de mama € o segundo mais comum entre as mulheres. Observou-se também
que o percentual de mortes em ambos 0s casos foi menor na populacdo branca
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2000).

O consumo de derivados de leite pode interferir na ocorréncia de muitos
tipos de céncer, principalmente os de célon e mama. Estudos com animais e
culturas de tecidos (SLATTERY; NEUHAUSEN; HOFFMAN, 2004), e outros com
humanos também encontraram uma relagcéo inversa entre consumo de produtos
de laticinios e a incidéncia de doencas de célon. O aumento da ingestdo de
produtos lacteos com baixo teor de gordura por pacientes com histérico de
desenvolvimento de poélipos de colon, promoveu reducdo significante nas
alteracdes celulares pré-neoplasicas no célon intestinal (HOLT, 1999; SATIA-
ABOUT; GALANKO; MARTIN, 2004).

Varias pesquisas foram desenvolvidas nos ultimos anos, tanto em modelos
animais como em culturas de células, evidenciando que o concentrado protéico de
soro exerce efeito anticarcinogénico. Mcintosh e Le Leu (2001) compararam a
eficiéncia de dietas contendo 15% de WPC, 15% de proteina de soja e dois outros
tratamentos 15% soja + 5% lactoferrina ou 15% soja + 5% -lactoglobulina. Os

pesquisadores observaram que a suplementagcéo da soja com 5% lactoferrina ou
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5% B-lactoglobulina resultou em inibicdo da formagao de lesdes pré-cancerigenas,
tdo eficientemente quanto o WPC, evidenciando a importadncia dessas duas
proteinas do soro na inibicdo do processo de carcinogénese.

O efeito protéico observado poderia ter ocorrido via aumento nas
concentracdes de glutationa reduzida (GSH) nos tecidos, podendo exercer efeito
inibidor de tumores menores, via estimulacdo da imunidade. Sabe-se que a
producédo de radicais de oxigénio € um passo critico na carcinogénese e, assim,
sua eliminacdo é importante para inibir a doenca (BOUNOUS, 2000). Diversos
pesquisadores relacionaram a ativacdo da glutationa-S-transferase (GST) em
tecidos de animais com a prevencao de varios tipos de cancer (DIAS et al., 2006;
KENT; HARPER; BOMSER, 2003).

As GSTs constituem um grupo de enzimas que apresentam especificidades
comuns em relagcao ao substrato aceptor eletrofilico. Uma caracteristica da GST é
a elevada especificidade pela glutationa reduzida (GSH); depois de combinada,
apresenta especificidade maior para um segundo substrato. A capacidade
redutora da GSH é determinada pelo grupamento SH, presente na cisteina (KENT;
HARPER; BOMSER, 2003).

As duas teorias mais citadas a respeito da origem do cancer levam em
conta a funcédo protetora exercida pela glutationa, agindo como antioxidante e
desintoxicante. Encontrou-se forte correlacao entre os mecanismos associados ao
envelhecimento e o aparecimento do cancer uma vez que a incidéncia da doenca
em seres humanos e em animais aumenta, consideravelmente, com a idade. Além
disso, as teorias do envelhecimento baseiam-se na existéncia de um acumulo de
lesdes, tal é a teoria de radicais livres e outras que explicam a origem de alguns
tumores. Outros atribuem o aumento na incidéncia de cancer associado a idade
ao maior tempo de exposicdo aos agentes promotores da doenga ao longo do
tempo (BOUNOUS, 1997).

Estudos de inducédo de cancer de cbélon em animais demonstraram menor
incidéncia de criptas aberrantes e tumores em animais alimentados com proteinas
do soro (SEKINE; WATANABE; NAKAMURA, 1997; HAKKAK et al., 2000; DIAS,

2004). Pesquisas na Australia demonstram também a diminuigdo dos niveis de
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criptas aberrantes, lesdes pré-cancerigenas no colon proximal de ratos
alimentados com concentrado protéico de soro e tratados com carcindégenos
quimicos (BELOBRAJDIC; McINTOSH; OWENS, 2003). Estudos “in vitro”
efetuados com isolado protéico de soro encontraram efeito positivo no aumento da
efetividade das drogas anticancer (TSAI; CHANG; CHEN, 2000).

Yoo, Watanabe e Watanabe (1998) demonstraram que a lactoferrina tem
habilidade de inibir metastases de tumores primarios em camundongos com
cancer. A albumina sérica bovina (10-15% do total de proteinas do soro) inibiu o
crescimento de células de cancer de mama humano, em estudos “in vitro”.

Com relacao as proteinas do soro, houve grande foco de atencao ao efeito
inibidor do cancer exercido pela lactoferrina e lactoferricina. Resultados de ensaios
“in vivo” com carcinogénese quimica demonstraram efeito protetor da lactoferrina
bovina (administracao oral no estagio de pdés-iniciagdo do cancer) na inibicdo de
cancer de célon, esb6fago, pulmao e bexiga (TSUDA; SEKINE; FUJITA, 2002).
Outro estudo “in vitro” verificou que a lactoferrina exerceu efeito citotdxico contra
trés linhagens de células tumorais (ELIASSEN; BERGE; SVEINBJORNSSON,
2002)

Poucos ensaios clinicos envolvendo efeitos de proteinas de soro no cancer
foram conduzidos. Sabe-se que as concentracées de GSH sao altas em células
tumorais conferindo-lhes resisténcia a agentes quimioterapicos. Em 1995, um
pequeno ensaio foi conduzido com cinco pacientes com metastases de carcinoma
de mama, um com cancer de pancreas e outro de figado. Esses pacientes
receberam 30g de concentrado protéico de soro de leite, por 6 meses. Em seis
pacientes os niveis de GSH aumentaram inicialmente nos linfécitos, sugerindo
altos niveis de GSH nos tumores. No final do estudo, dois pacientes apresentavam
sinais de reducao tumoral e os niveis de GSH dos linfécitos estavam normais.
Dois pacientes apresentaram sinais de estabilizacdo dos tumores sem, contudo,
apresentarem niveis normais de glutationa. Trés pacientes apresentaram
progressao da doencga e aumento de GSH nos linfocitos (KENNEDY et al., 1995).

A modulacao nutricional da GSH, pelo uso de proteinas isoladas de soro de
leite em AIDS e cancer, pode encontrar outras aplicagdes em situagcées onde o
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estresse oxidativo e doencas do metabolismo de GSH estejam intimamente
relacionados (BOUNOUS, 2000; MARSHALL, 2004).

Em um ensaio clinico recente, 20 pacientes com céncer em estagio 4
(bexiga, mama, préstata, neuroblastoma, ovario, estémago, célon, mesotelioma,
linfoma, pulméo e osteosarcoma), receberam uma combinacao de 40g por dia de
WPC, 50-100g por dia de um suplemento intravenoso contendo varios
componentes imunoativos, 1-2g por dia de &cido ascorbico, um complexo
vitaminico mineral, 500mg de Andrographis paniculata duas vezes ao dia e um
extrato de soja por 6 meses. Apds esse periodo 16 pacientes sobreviveram todos
apresentando aumento de células NK e maiores niveis médios de hematocrito e
hemoglobina. Todos pacientes apresentaram melhoria na qualidade de vida
durante o estudo. Nenhuma comparacao foi feita entre a terapia combinada e
outras somente com proteina de soro (SEE; MASON; ROSHAN, 2002).

Atividade antiulcerogénica

O estilo de vida e sua influéncia nos habitos alimentares aumentaram a
exposi¢do dos individuos a fatores agressivos a mucosa gastrica. A incidéncia da
Ulcera gastrica tem aumentado devido principalmente ao estresse, ingestao de
bebidas alcodlicas, abuso de anti-inflamatérios e a presenca de varias bactérias,
sendo a Helicobacter pylori, a mais estudada (SILVA et al., 1997; BIGHETTI,
1999).

Como porta de entrada de diversos agentes no organismo, o estbmago
desenvolveu diversos mecanismos de protecdo. Os mecanismos citoprotetores e
0Ss mecanismos de secrecao acida gastrica aumentam a resisténcia das células e
limitam o acesso dos agentes agressores a elas. Para avaliar a participacao de
compostos sulfidrilicos na citoprotecdo gastrica, os animais experimentais sao
tratados previamente com N-etiimaleimida (NEM), composto que promove
alquilagao dos grupamentos sulfidrilo, presentes na mucosa gastrica, inativando-
os (RASTOGI et al., 1998; BIGHETTI, 1999).
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Outro mecanismo utilizado para avaliar a participacdo dos grupamentos
sulfidrilo € possivel com a utilizacdo de inibidores da sintese da glutationa. A
sulfoximina de butionina (BSO) € um inibidor potente da enzima y-glutamilcisteina-
sintetase, que promove a sintese da glutationa tendo-se demonstrado que o
bloqueio desta enzima induz severos danos a mucosa gastrica (YAMAGUCHI et
al., 1998; HULTBERG; ANDRESON; ISAKSSON, 1999), visto que a glutationa tem
uma funcdo antioxidante importante na defesa da mucosa contra agentes
ulcerogénicos (HIRAISHI et al.,, 1994; WAKULICH; TEPPERMAN 1997;
YAMAGUCHI et al., 1998).

Das e Banerjee (1993) mostraram que a administracdo intraperitonial de
glutationa em ratos antes da inducéo de ulcera por estresse promoveu uma maior
protecdo da mucosa gastrica, em ratos.

Rosaneli (2002) e Rosaneli e colaboradores (2004), pesquisaram a acao de
um preparado de concentrado protéico de soro, produzido em planta piloto
(BORGES et al., 2001), na inibicado da acdo ulcerogénica do etanol absoluto, da
indometacina (anti-inflamatério ndo-esteroidal) e de fatores de estresse como
imobilizacao e frio, além de estresse quimico com reserpina.

Os resultados dessas pesquisas permitiram concluir que o WPC e seus
hidrolisados enzimaticos, protegem a mucosa estomacal de ratos contra as
agressoes do etanol absoluto e da indometacina, inibindo as lesdes ulcerativas
numa faixa de 50 a 80%, em relacdo a um controle negativo (solucdo salina
fisiolégica). Comparou-se também com drogas especificas para controle de Ulcera
gastrica, como a cimetidina e a carbenoxolona, cuja inibicao foi da ordem de 80 a
90%. Chegou-se ainda a conclusao, através de testes de bloqueios metabdlicos
com reagentes especificos, que as vias operantes no mecanismo de protecao
parecem envolver substancias sulfidrila como cisteina, glutationa e provavelmente
enzimas que dependem de grupos sulfidrilo em seu centro catalitico (ROSANELI,
2002; CASTRO et al., 2010).

As proteinas do leite exercem papel importante na potencializacdo dos
mecanismos de defesa da mucosa gastrintestinal. A o-lactalbumina que se

encontra em concentracdes significativas no concentrado protéico de soro de leite,
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exerceu efeito protetor contra ulcera induzida por indometacina (MATSUMOTO et
al., 2001).

Outros pesquisadores verificaram que o soro de leite fermentado,
adicionado de uma cepa particular de bifidobactéria, exerceu efeito antimicrobiano,
combatendo a bactéria Helicobacter pylori, responsavel pela infeccao bacteriana
na maioria das ulceras (MILK-POINT, 2000).

Pesquisas recentes permitiram concluir que uma das proteinas do soro
ativa contra a Ulcera gastrica é a a-lactaloumina e que a B-lactoglobulina néo
apresentou acao antiulcerogénica em ratos (MATSUMOTO et al., 2001;
MEZZAROBA, 2004; MEZZAROBA et al., 2006).

1.3 Soja

Isolados e concentrados protéicos de soja sdo de alto valor nutricional. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Food and Drug Administration (FDA)
adotaram o PDCAAS (“protein digestibility corrected amino acid scoring”) como
método alternativo de avaliagdo da qualidade nutricional de proteinas, podendo
ser utilizado em substituicdo ao PER (“protein efficiency ratio”) quando a aplicacao
desse método nao for desejavel. A qualidade da proteina é estimada efetuando-se
comparacdo entre o teor de aminoacidos da proteina analisada e as
recomendagdes da Food Agriculture Organization/World Health Organization
(FAO/WHOQO) para os aminoacidos essenciais, sendo os valores corrigidos pela
digestibilidade. Alguns produtos protéicos de soja apresentam o PDCAAS igual ou
préximo a 1 (HOPPE et al.,, 2008), similares as proteinas de origem animal
(SCHAAFSMA, 2000; 2005).

O alto PDCAAS encontrado para a proteina de soja esta de acordo com
estudos de balango de nitrogénio efetuados, provando que a proteina de soja é
capaz de suprir as necessidades de aminodacidos, quando utilizada como Unica
fonte de proteinas da dieta, nos niveis recomendados de ingestdo (MARIOTTI et
al., 1999; HOPPE et al., 2008). E uma proteina completa com alta concentracdo
de aminoacidos de cadeia ramificada. Ha varias pesquisas que associam a
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ingestdo de proteina de soja com beneficios a saude e performance, incluindo
reducdo de perfil de lipidios plasmaticos, diminuicdo da oxidacdo de LDL-
colesterol e reducao da pressao sanguinea (HOFFMAN; FALVO, 2004).

Ha varios séculos a soja € utilizada na alimentagdo humana. Os
epidemiologistas foram os primeiros a reconhecer a existéncia de associacao
entre ingestao de soja e efeitos benéficos a saude. Observando populagbes com
alta ingestdo de soja, verificaram baixa incidéncia em alguns tipos de céancer,
problemas cardiacos, alivio nos sintomas da menopausa e osteoporose em
mulheres (HASLER, 2002). Os beneficios a saude associados a proteina da soja
sao relacionados aos componentes fisiologicamente ativos que fazem parte da
soja como os inibidores de proteases, fitosterdis, saponinas e isoflavonas
(ANDERSON; WOLF, 1995; MESSINA, 1995; POTTER, 2000; SACKS et al.,
2006).

A soja contém substéancias fisiologicamente ativas capazes de atuar como
moduladores dos processos metabdlicos, na melhoria das condigcdes de saude e
do bem-estar e diminui o risco do surgimento das doencas degenerativas. A
utilizacdo biolégica dos componentes da soja na dieta traduz-se em processos
especificos no organismo, tais como prevencgao de certas enfermidades e melhoria
dos mecanismos de defesa, retardando o processo de envelhecimento, ajudando
no controle fisico e mental do individuo. A soja contém teores variaveis de
componentes benéficos e essenciais a saude como as proteinas, vitaminas,
acidos graxos poliinsaturados e minerais (NAGOURNEY, 1998; BOATRIGHT; LEI,
1999; BARNES, 2004).

As isoflavonas sao fitoestrégenos, apresentando propriedades
antioxidantes extensivamente pesquisadas pelo seu potencial em reduzir 0s riscos
de problemas crénicos de saude, como o cancer, doengas coronarias e
osteoporose. Os beneficios observados com relacdo a saude cardiaca sao,
possivelmente devido a reducao das concentragdes de LDL-colesterol (CROUSE
et al., 1999), devido a resisténcia da oxidacao da LDL-colesterol (TIKKANEN et al.,
1998) e melhoria na elasticidade dos vasos sanguineos (NESTEL et al., 1999).
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As principais isoflavonas encontradas na soja e em seus derivados séo a
daidzeina, a genisteina e a gliciteina. Entre os compostos de aglicona, a
genisteina exerce a mais alta atividade anticAncer (KATZ, 1999). Do total das
isoflavonas, dois tercos sao de glicosidios conjugados de genisteina, sendo o
restante composto por conjugados de daidzeina e pequenas quantidades de
gliciteina. Nos produtos fermentados de soja, predominam ndo sé a genisteina,
mas também a daidzeina, devido a acdo das glicosidases bacterianas
(SETCHELL, 1998; SACKS et al., 2006).

e Proteinas da soja

A aplicacado da soja em alimentos tradicionais é cada vez maior e, pela
simples mesclagem em niveis adequados, o produto de soja reduz o custo e
complementa os produtos tradicionais, devido as suas propriedades funcionais. As
proteinas da soja auxiliam na formacao e estabilidade das emulsdes 6leo-agua.
Elas sado tensoativas, agrupam nas interfases 6éleo-agua estabilizando as
emulsdes. Na absorcao de gordura, as proteinas da soja permitem a sua retencao,
reduzindo as perdas em diversas etapas do processamento e consumo e ajudam
a manter as dimensdes originais dos alimentos evitando seu encolhimento. Essas
proteinas contém regides polares ao longo de suas moléculas o que facilita a
absorcao de agua, mantendo-as no produto final, caracteristicas estas importantes,
por exemplo, em iogurte e analogos de carnes. A capacidade de melhorar a
textura é talvez a propriedade mais importante das proteinas de soja, pois no
iogurte, por exemplo, as suas propriedades geleificantes conferem melhor textura
ao produto (ENDRES, 2001). As proteinas de soja podem atuar como aglutinantes,
agentes retentores de agua, dispersante ou suspensor, podendo contribuir na
formacao e estabilidade de emulsées (SOY INGREDIENTS, 1999).

Aproximadamente 80 a 90% das proteinas totais da soja sdo proteinas de
reserva, precipitaveis em pH 4,5 a 5,5. Sdo insoluveis em agua em seu ponto
isoelétrico, mas se dissolvem em agua ou solugdes salinas diluidas, em valores de

pH acima ou abaixo de seu ponto isoelétrico. Constitui em uma mistura de
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macromoléculas de tamanhos, densidade de carga e estruturas diferentes,
podendo ser separadas por ultracentrifugacdo em quatro fracées, com velocidades
de sedimentacdo equivalentes a 2, 7, 11 e 15S. As fragées 7S e 11S perfazem
70% da proteina total da soja. O restante sedimenta com as fracées 2S e 15S. A
globulina 11S, também denominada glicinina representa cerca de um terco do total
das proteinas da soja. A fracdo 15S apresenta peso molecular acima de meio
milhdo com base na velocidade de sedimentacdo (MESSINA, 1999).

O fracionamento dos componentes 2S e 7S revelou a existéncia de varias
proteinas. A fragdo 2S é composta por varios inibidores de tripsina, citocromo C,
alantoinase, mais duas globulinas isentas de atividade biologica. A fracdo 7S
representa mais de um terco do total das proteinas de soja, sendo formada de
pelo menos quatro proteinas importantes: beta-amilase, lectinas, lipoxigenase e
globulina 7S (SACKS et al., 2006).

As lectinas correspondem a uma classe de glicoproteinas bioativas na soja,
com capacidade de aglutinar as células vermelhas do sangue, sendo também
conhecidas como hemaglutininas. Constituem outro grupo de proteinas de soja
que podem ser toxicas ao organismo quando ndo desnaturada termicamente
(PUSZTAI et al., 1997; FRIEDMAN; BRANDON, 2001). Como apresentam grande
afinidade por carboidratos, as lectinas da soja isoladas e purificadas encontram
varias aplicagbes na medicina e na bioquimica, incluindo fracionamento de
proteinas da medula éssea (NAGLER, MORECK; SLAVIN, 1999), tratamento de
colite ulcerativa (MACMAHON et al., 1997), em reagente de diagnostico de cancer
de estbmago (TERASHIMA et al.,, 1997) e para quantificar o Bacillus anthracis
(KALIMIN; SHAKHALINA; KULJAKINA, 1993).

Embora as proteinas de soja sejam indicadas como alternativa as proteinas
do leite na alimentacdo de criancas alérgicas, varios trabalhos encontraram
também reaces alérgicas nas férmulas infantis com proteinas de soja (BURKS et
al., 1991; FOUCARD; YMAN, 1999; HILL et al., 1999). O mecanismo de reagao
alérgica as proteinas da soja parece nao ser idéntico ao que se observa com
proteinas do leite, mediado pela imunoglobulina E (ZEIGER et al., 1999).
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Quando a farinha de soja desengordurada, suspensa em uma solucédo a
20% de sacarose em pH 5,0, é centrifugada em um gradiente de sacarose, obtém-
se 0s corpusculos protéicos na forma de “pellets” e um homogenado sollvel em
pH 5,0, semelhante em composicao protéica, as proteinas solUveis obtidas pela
precipitacao isoelétrica. A fracao soluvel em pH 5,0 contém a fracédo 2S e porcoes
da fracdo 7S. Os corpusculos protéicos contém elevada proporcao da fragéo 7S,
toda a fracdo 11S e pequena quantidade da fracao 2S (SGARBIERI, 1996).

A fracdo 7S (B-conglicinina) é uma glicoproteina trimérica que apresenta
PM entre 140-180kDa, consistindo de trés subunidades. Sua estrutura quaternaria
€ constituida de nove residuos amino-terminais, possuindo nove polipeptidios na
molécula. Essas subunidades sdo associadas através de ligagdes hidrofobicas e
pontes de hidrogénio. Essa fracdo possui menor quantidade de cisteina, metionina,
triptofano e treonina do que a globulina. As ligacdes cruzadas dissulfidicas sao
limitadas pela presenca de apenas 2 a 3 grupos de cisteina por mol de proteina
(ARRESE et al., 1991).

Dentre as proteinas alimenticias de origem vegetal, as da soja apresentam
excelentes propriedades tecnolégicas e elevado valor nutritivo (FRIEDMAN, 1996;
FRIEDMAN; BRANDON, 2001), apesar de relativa deficiéncia em aminoacidos
sulfurados, particularmente metionina. Para um melhor aproveitamento biolégico
0s graos ou derivados da soja devem ser tratados termicamente, afim de inativar
os inibidores de tripsina e de quimotripsina (inibidores de Kunitz e Bowman Birk)
que diminuem a digestibilidade das proteinas da dieta, eliminando maior
quantidade de nitrogénio nas fezes, tanto de origem alimentar quanto de origem
enddgena. Em algumas espécies de animais experimentais a ingestdo de soja ndo
cozida pode causar hipertrofia e outros disturbios da fisiologia do pancreas (HOLM
et al., 1992; LIENER, 1996).
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e Propriedades funcionais fisiolégicas

Efeito hipocolesterolemiante

A Food and Drug Administration (FDA) recentemente aprovou um
documento relacionando a ingestdo de proteina da soja com a reducao de riscos
de doencgas cardiacas, recomendando um consumo de 25g por dia de proteina de
soja como parte integrante de uma dieta com baixo teor de gordura saturada na
reducao do colesterol sérico. De fato, a ingestao dessa quantidade pode reduzir a
LDL-c acima de 8% em pacientes com alto nivel de colesterol, enquanto que em
individuos normais nao se verificaram alteracdes. Alguns estudos atribuiram parte
desse efeito hipocolesterolemiante a duas proteinas: globulinas 11S e 7S.
Contudo, varios estudos mostraram que as isoflavonas presentes na soja
(genisteina, daidzeina e gliciteina) sdo as responsaveis pela diminuicao do
colesterol (DEWELL; HLLENBECK; HOLLENBECK, 2006). Instituicbes como o
“American Heart Association” também evidenciaram efeitos da soja na diminuigéo
dos riscos de doencgas cardiacas (COSTA; SUMMA, 2000).

O efeito da soja sobre os niveis de colesterol sérico € o mais bem
documentado do ponto de vista fisiolégico. Uma analise de 38 estudos envolvendo
743 individuos indicou que o consumo de proteina de soja resultou em reducéo
significativa do colesterol total (9,3%), do LDL-colesterol (12,9%) e dos
trigliceridios (10,5%), com um pequeno, mas significantivo aumento (2,4%) na
HDL-colesterol (ANDERSON, 1996; MESSINA; BARNES; SETCHELL, 1997).
Andlise de regressao linear indicou que o nivel limiar de ingestdo de soja no qual
os efeitos sobre os lipidios do sangue se tornaram significativos foi de 25g.
Nesses estudos as isoflavonas foram consideradas responsaveis pelo efeito
redutor dos niveis de colesterol verificado (POTTER, 1998), embora nao tenham
se verificado os mesmos efeitos em dois outros estudos (NESTEL; YAMASHITA;
SASAHARA, 1997; HODGSON et al., 1998). O mecanismo exato pelo qual a soja

exerce seu efeito hipocolesterolémico nao foi completamente elucidado.
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As isoflavonas apresentam propriedades antioxidantes e podem auxiliar na
eliminacdo de radicais livres potencialmente danosos e prevenir a oxidagdo da
LDL-colesterol, associada a formacdo de placas aterosclerdticas, as quais
diminuem o didmetro das arteriais. A reducdo ou prevencdo da oxidacao do
colesterol pode diminuir o risco de doencas cardiovasculares (TRABER, 1997;
NAGOURNEY, 1998; BIANCHI; ANTUNES, 1999; POLLONI; VASCONCELOQOS;
LAJOLO, 2000).

Alguns mecanismos foram descritos pelos quais as isoflavonas da soja
podem inibir o desenvolvimento da aterosclerose independente dos efeitos nas
lipoproteinas, podendo incluir atividade antioxidante, antiproliferativa e efeitos
antimigratorios nas células do musculo liso, efeitos na formagéao de trombos e na
manutencao da reatividade vascular normal (ANTONY; CLARKSON; WILLIANS,
1998). Acredita-se que o consumo de proteinas de soja aumente os niveis de
genisteina circulante, os quais inibem a atividade da tirosina quinase, enzima
associada com o desenvolvimento de placas de ateromas (JONES, 2002).

As isoflavonas exercem efeitos na salude cardiovascular, possivelmente
pela reducdo das concentracées de LDL (CROUSE et al., 1999), aumento da
resisténcia na oxidacdo de LDL (TIKKANEN et al., 1998) e melhorando a

elasticidade das paredes sanguineas do vaso (NESTEL et al., 1999).

Atividade anticancer

O papel da soja e de seus derivados como agente anticAncer vem sendo
muito pesquisado. Estudos epidemiol6gicos e experimentais sugerem um efeito
preventivo do consumo de soja em alguns tipos de cancer, como mama e préstata.
Embora haja muitas pesquisas, existem poucos ensaios de prevencao primaria.
Alguns estudos clinicos foram conduzidos para avaliar o papel dos componentes
da soja na inibicdo ou na progressao do céancer pelo uso de biomarcadores
tumorais (ZHOU, 2004).

Varias classes de anticarcindgenos foram identificadas na soja, incluindo os

inibidores de proteases, fitosteréis, saponinas, acidos fendlicos, acido fitico e
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isoflavonas. Destes, as isoflavonas merecem destaque porque os graos de soja
sdo as Unicas fontes dietéticas significantes destes compostos (MESSINA;
BARNES; SETCHELL, 1997).

Além dos efeitos a saude mediados pelo teor de aminoacidos, a soja
contém varios componentes semelhantes aos estrogenos chamados
isoflavondides em especial a genisteina e a daidzeina com propriedades
antioxidantes estando envolvidos na regulacdo dos niveis de lipidios circulantes
(VAN DER SCHOUW et al., 2000) e reducao no risco de desenvolvimentocancer
(LAMARTINIERE, 2000; SACKS et al., 2006).

Varias pesquisas mostraram que as isoflavonas interrompem o crescimento
de células cancerosas de bexiga em humanos e ratos, com evidéncias de que
este componente preparava as células cancerosas para a sua autodestruicao por
apoptose (PSZEZOLA, 1999).

As isoflavonas ingeridas com a soja sofrem biotranformacao pela microflora
intestinal sendo absorvidas na circulacido onde afetam os niveis endégenos de
estrégenos. Esses fitoestrégenos e seus metabdlitos exercem varias atividades
hormonais e ndo hormonais que podem explicar os efeitos biolégicos verificados
com ingestao de dietas ricas em fitoestrogenos (SETCHELL, 1998).

As fibras presentes na soja apresentam propriedades funcionais e seu
consumo habitual exerce efeito positivo na saude. As insollveis, dentre outros
efeitos, aumentam o volume das fezes melhorando o funcionamento intestinal,
podendo agir na diminuicdo do risco do cancer de célon. A fibra solavel pode
diminuir os niveis de colesterol e ajudar na manutencdo de niveis glicémicos
normais (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).

Varios estudos investigaram o efeito da suplementacdo da soja em
mulheres saudaveis, focando as isoflavonas e seu efeito semelhante aos
estrogenos naturais, podendo se ligar aos receptores de estrdgenos e competindo
por eles, reduzindo assim os riscos de cancer de mama (WU et al., 1998) embora
essa associagao ainda nao seja conclusiva.

Inimeros trabalhos associam a baixa mortalidade por cancer verificada
entre os japoneses a alta ingestdo de compostos existentes nos produtos
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derivados de soja, entre os quais o inibidor de proteases Bowman-Birk, uma
proteina de PM de 8000Da, capaz de inibir a tripsina e a quimotripsina (MESSINA
et al., 1994). Alguns inibidores de proteases sao efetivos em prevenir e suprimir
modificacdes induzidas por carcinbgenos em ensaios “in vitro” e pesquisas
desenvolvidas com animais. Embora outros dois componentes da soja (acido fitico
e B-sitosterol) tenham se mostrado efetivos na supressdo da carcinogénese em
animais, o Bowman-Birk foi o mais efetivo (KENNEDY et al., 1993a; KENNEDY,
1998), sendo capaz de prevenir completamente a carcinogésese de célon (100%
de supressado), de figado (71%), no epitélio oral (86%) e no pulmao em 48%
(KENNEDY, 1995).

A atividade anticarcinogénica do inibidor de Bowman-Birk foi muito
estudada em varios ensaios “in vitro” e “in vivo”, em diferentes modelos animais
(KENNEDY et al., 1993 b; CHANG; KENNEDY, 1993; KENNEDY, 1996). O efeito
verificado ocorre por sua habilidade em reverter a fase de iniciacdo da patologia.
Sabe-se que poucos agentes anticarcinogénicos sao capazes de inativar as
células iniciadas (KENNEDY, 1996).

A habilidade de reverter a iniciagao foi observada, inicialmente, em estudos
“in vitro”. Em estudos de carcinogénese desenvolvidos com animais, o Bowman-
Birk reduziu as lesdes pré-neoplésicas e o desenvolvimento de tumores em varios
sistemas estudados (VON HOFE; NEWBERNE; KENNEDY, 1991). Foi efetivo
mesmo quando ministrado trés meses apOs a exposicao ao agente carcinogénico,
em ensaio com duracao de seis meses, 0 que permitiu sugerir que o tratamento
com o inibidor de Bowman-Birk apresentou alta toxicidade tanto nas lesdes pré-
neoplasicas quanto nos tumores (KENNEDY, 1996; KENNEDY et al., 1996).

Efeito nos sintomas da menopausa

Varios estudos encontraram efeitos positivos da suplementacao da proteina
de soja na manutencao da integridade mineral 6ssea (HO et al., 2003) e na
reducdo da severidade dos sintomas da menopausa (MURKIES et al., 1995),
representando uma alternativa para aliviar os fogachos (ondas de calor), um dos
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sintomas indesejaveis da menopausa. Embora o tratamento convencional seja a
terapia de reposicdo hormonal, estudos clinicos recentes indicam que esse
tratamento pode aumentar a incidéncia de cancer de mama, ataques cardiacos e
derrame. Algumas mulheres adotam terapias alternativas, com utilizacdo de
suplementos de soja contendo isoflavonas, conseguindo melhoria dos sintomas da
menopausa (ZHOU et al., 2003; HUGHES et al., 2006).

A teoria de que a soja pode aliviar os sintomas da menopausa foi sugerida
pela observacao de que mulheres asiaticas relatavam niveis significativamente
menores de fogachos e suores noturnos quando comparadas com mulheres
ocidentais. Mais recentemente, a ingestdo de 60g de IPS diariamente por trés
meses reduziu esses sintomas em 45% em 104 mulheres na pds-menopausa
(ALBERTAZZI et al., 1998). Ainda que essas observacdes sejam animadoras,
verificou-se um significativo efeito placebo nestes estudos, sendo prematuro
sugerir que a soja possa ser um substituto para a terapia de reposi¢cao hormonal.

Estudos epidemiolégicos observacionais efetuados no Japao (NAGATA et
al., 2001) encontraram que a ingestdao de soja promoveu efeito na reducéo dos
fogachos. Varios ensaios clinicos foram conduzidos, com resultados similares aos
encontrados anteriormente (ALBERTAZZ| et al., 1999; SCAMBIA; MANGO;
SIGNORILE, 2000; UPMALIS et al., 2000). Curiosamente, os mesmos efeitos nao
foram verificados com mulheres que se curaram de cancer de mama (NIKANDER
et al., 2003).

Os efeitos da soja em outros sintomas da menopausa também foram
investigados e os resultados foram revistos recentemente por Huntley e Ernst
(2003). O primeiro trabalho citado revisou os resultados de 10 ensaios clinicos que
verificaram os efeitos de varios produtos de soja nos sintomas da menopausa.
Mesmo nao se encontrando resultados conclusivos, verificou-se alguma evidéncia
da eficacia de preparagdes de soja no alivio de sintomas de menopausa. Por outro
lado também indicaram n&o haver nenhum perigo associado ao uso de produtos
de soja por curto tempo. Conclusdes similares foram verificadas por Messina e
Hughes (2003), sendo que esses autores focaram uma associacdo entre a
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ingestdo de produtos de soja e a redugdo da intensidade e frequéncia dos
sintomas, especialmente dos fogachos.

A soja também pode beneficiar a saide dos ossos (ANDERSON; GARNER,
1997). Um estudo clinico envolvendo 66 mulheres pés-menopausa constatou que
a ingestao diaria de 40g de isolado protéico de soja (contendo 90mg de
isoflavonas totais) aumentou significativamente tanto o conteddo mineral como a
densidade 6ssea na coluna lombar, apds seis meses de utilizagdo (ERDMAN;
POTTER, 1997).

1.4 Proteinas do sangue bovino

O sangue é formado de uma fracao celular (=35%) e de plasma (=65%) do
volume total. Na fracdo celular predominam as hemaceas que contém a
hemoglobina, formada pela globina (fracao protéica) e pelo radical heme, formado
por nucleos tetrapirrélicos, cada um ligando com um atomo de ferro em sua
estrutura central (PRATA, 2002; MOURE; RENDUELES; DIAZ, 2003; PRATA,;
SGARBIERI, 2005).

Dentre as proteinas do plasma destacam-se a soralbumina bovina (BSA),
66kDa representando 60% da massa total das proteinas do plasma sanguineo e
as globulinas (a, B e y-globulinas). A fragdo a-globulina, por sua vez contém: a)
orosomucoide, uma proteina acida (pl = 2,7) contendo 40% de carboidratos na
molécula e massa molecular 41 kDa; b) a1-antitripsina, uma glicoproteina com
12% de carboidrato, massa molecular 54 kDa. E um inibidor de tripsina cuja
concentracdo média (3g/L de plasma) varia em funcao do estado fisiolégico; c) al-
fitoproteina, 4,3% de carboidrato, massa molecular 70 kDa. E uma glicoproteina
essencial para o desenvolvimento do embrido. A fracdo B-globulina tem como
principal representante a transferrina, 6% de carboidrato, massa molecular 80 kDa,
proteina importante no transporte de ferro no organismo. As fy-globulinas
representam uma classe de glicoproteinas que contém as imunoglobulinas (IgA,
IgM e 1gG). Sao anticorpos com funcdo importante na defesa do organismo
(SGARBIERI, 1996).
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O plasma nédo coagulado contém ainda o fibrinogénio, proteina filamentosa
formada de trés cadeias polipeptidicas (Aa, Bp e By) que se apresentam na forma
de um dimero (massa molecular 340 kDa). O fibrinogénio € o precursor da fibrina,
proteina responsavel pela formacao do coagulo no fenémeno da coagulacéao
sanglinea (SGARBIERI, 1996).

Quando o sangue é coletado na presenca de um agente coagulante o
fibrinogénio se transforma em fibrina que forma o coagulo arrastando a fracao
celular do sangue. O codgulo é separado do soro sanguineo por centrifugacao. O
soro sanguineo contém todas as proteinas do plasma, exceto o fibrinogénio. As
duas principais fracdes da proteina do soro de sangue bovino podem ser obtidas
por precipitacdo com sulfato de aménio, seguida de centrifugacdo e didlise das
fracGes para obtencéo das fragdes albumina e globulina, parcialmente purificadas
(DUARTE, 1997; PRATA; SGARBIERI, 2005).

A BSA apresenta um bom perfil de aminoacidos essenciais. Liga acidos
graxos livres, outros lipidios e compostos de flavor. A funcéo primaria da BSA foi
associada com a propriedade de ligar lipidios, podendo desenvolver papel na
mediagado da oxidagao lipidica (BEAULIEU; DUPONT; LEMIEUX, 2007). Do ponto
de vista da composi¢cdo aminoacidica, a fracdo albumina apresenta escore de
aminoacidos essenciais (EAE) de 70%, sendo o triptofano o aminoacido mais
limitante; a fracdo globulina apresenta EAE de 88% sendo a isoleucina o
aminoacido mais limitante, enquanto que para as proteinas do soro integral o EAE
foi de aproximadamente 91% (PRATA; SGARBIERI, 2005).

Além de sua importancia para o sistema imune, a albumina de soro bovino
funciona também no sangue como importante transportador de minerais, vitaminas,
acidos graxos e outras substancias bioativas (PRATA; SGARBIERI, 2005).

1.5 Formacao e funcionamento do sistema imunolégico

O sistema imune é composto por 6rgaos, células especializadas e
moléculas solluveis que tem a finalidade de reconhecer os elementos estranhos ao

organismo e elaborar uma reacao, ou resposta imune especifica, dirigida a esses
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antigenos, com a finalidade de elimina-los do organismo e preservar a saude
(LIMA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). Compreende uma complexa inter-relacao
entre células linféides e mieldides, entre moléculas e células e entre células
efetoras do sistema imune e sinais remotos do sistema nao imune (WONG et al.,
1997).

O sistema imune age na protecao do hospedeiro contra agentes infecciosos
que existem no ambiente (bactérias, virus, fungos e parasitas, dentre outros). A
resposta imune é estimulada quando o individuo é exposto a um agente estranho.
Ha dois tipos de resposta imune: inata ou natural e adaptativa ou especifica. A
imunidade inata é a primeira linha de defesa contra agentes infecciosos, estando
presente antes da exposicao ao patdégeno, ndo aumentando a atividade mediante
tal exposicao (CALDER; KEW, 2002). Os componentes mais conhecidos sao os
fagocitos poli e mononucleares, as células NK, o sistema complemento, e também
todas as células processadoras de antigenos, entre as quais estdo as células
dendriticas, essenciais para o desenvolvimento da categoria de mecanismos de
protecao anti-infecciosa, a imunidade especifica ou adaptativa (LIMA; CARNEIRO-
SAMPAIOQ, 2007).

A imunidade adquirida envolve a identificacdo de molécula (antigeno) ou
patbgeno como estranho ao hospedeiro por anticorpos (imunoglobulinas
produzidos pelos linfocitos B) e por linfocitos T, apds o primeiro contato com esses
agentes estranhos. Desenvolve-se, entdo, 0 componente de memaria imunologica
e, se 0 mesmo antigeno é encontrado novamente, a resposta € maior e mais forte
do que a resposta inicial (CALDER; KEW, 2002).

A imunidade especifica possibilita identificar os elementos estranhos em
contatos subsequentes, e distingui-los de componentes do proprio organismo
(“self”) ou néao (“non-self”’) e, sequencialmente, ocorre uma reacao rapida e
especifica como resposta protetora. Desta forma, é a resposta imune adaptativa
que detém os atributos da meméria e da especificidade na reacao. Os linfécitos T
e B sao responsaveis pelo reconhecimento imune-especifico dos patégenos e pelo
desencadeamento das respostas imune adaptativas. Estas células sdo derivadas

de células-tronco da medula éssea, entretanto, os linfécitos T sofrem um processo
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de desenvolvimento no timo, enquanto os linfécitos B se desenvolvem na prépria
medula 6ssea (LIMA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2007).

A resposta imune especifica é classificada em humoral e celular, de acordo
com os componentes do sistema imune que mediam a resposta. A humoral é
mediada por moléculas no sangue que sao responsaveis pelo reconhecimento
especifico e eliminacado de antigenos. Ha producédo de anticorpos que podem ser
transferidos a individuos nao imunizados por meio de fragées do sangue (plasma
ou soro, por exemplo). A imunidade celular é mediada por células chamadas
linfécitos T (ABBAS; LICHMAN; POBER, 1997).

Os principais constituintes celulares do sistema imune sao os linfécitos, os
fagdcitos mononucleares e as células acessérias relacionadas. Os linfécitos sao
células imuno competentes capazes de reconhecer antigenos especificos. Eles
sdao morfologicamente homogéneos, mas apresentam porcdes distintas que lhes
conferem fungdes diferentes sendo fenotipicamente diferentes. Os linfécitos B séo
células que produzem anticorpos e mediam a resposta imune humoral. Alguns
linfécitos T expressam um marcador de superficie CD4 e agem como células
“helper”, estimulando a producdo de linfécitos B e ativando macréfagos para
destruir microorganismos fagocitados. Outros linfécitos T expressam marcador
CD8 funcionando como células citotéxicas que vao destruir antigenos estranhos.
As células NK “natural killer’ ndo sao linfécitos B nem T, sendo capazes de
promover lise em células tumorais e infectadas por virus. Os fagdcitos
mononucleares sdo essenciais para a defesa do organismo na imunidade
especifica estando também envolvidos nas fases de reconhecimento, ativacao e
acao da resposta imune especifica. As células dendriticas sao células acessoérias
envolvidas na iniciacao da resposta dos linfécitos T a antigenos protéicos (ABBAS;
LICHMAN; POBER, 1997).

A comunicagdo dentro do sistema imune adquirido e entre os sistemas
inato e adquirido é realizado através de contato célula a célula envolvendo
moléculas de adesao e por mensageiros quimicos produzidos. As citocinas sao as
principais mensageiras quimicas podendo agir na regulagédo da atividade tanto das
células que as produzem quanto de outras células. Cada citocina pode apresentar
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multiplas atividades em diferentes células. Elas agem se ligando a receptores
especificos na superficie celular e por meio de sinais metabdlicos induzem
alteragdes no crescimento, desenvolvimento ou atividade da célula alvo (CALDER,;
KEW, 2002).

A distincdo entre componentes especificos e ndo especificos da resposta
imune € arbitraria, tendo em vista que a resposta a um agente estranho envolve o
trabalho orquestrado desses componentes, que agem em conjunto protegendo o
organismo (CROSS; GILL, 2000). Quando o estimulo imunol6gico ocorre, a
resposta inata, incluindo componente inflamatério responde inicialmente, agindo
diretamente para elimina-lo por atividade do complemento, fagocitose e outros. As
citocinas (por exemplo, fator de necrose tumoral — TNF-a, interleucina — IL-1 e IL-6)
produzidas pelas células envolvidas na resposta inata, especialmente monécitos e
macréfagos vao regular essa resposta e também agir sistematicamente no figado
(para promover a sintese protéica em fase aguda), no musculo esquelético, tecido
adiposo (protedlise e lipdlise, respectivamente) e no cérebro para reduzir apetite e
induzir a febre. Estas citocinas vao também interagir com os linfocitos T (BECK et
al., 1997).

Células que apresentam antigenos incluindo, monécitos e macréfagos
ativados, vao apresentar antigeno para linfécito T e, entdo, a resposta imune
adquirida vai ser desencadeada, ocorrendo a resposta mediada por célula. Os
linfécitos T vao produzir citocinas que vao regular a atividade das células
envolvidas na resposta inata (mondcitos, macréfagos, células NK), promover a
proliferacao de linfocitos B e T e a produgédo de anticorpos pelos linfécitos B. Em
virtude da integracdo entre resposta imune inata e resposta adquirida a fonte de
antigeno pode ser eliminada, permanecendo um componente de memodria
imunolégica (CALDER; KEW, 2002).

Na espécie humana, o sistema imunoldgico se forma a partir de células
tronco embrionarias. A partir de 1960 tornou-se conhecido que células tronco
originam duas amplas linhagens de linfécitos, bem como as demais células
sanglineas. Uma linhagem consiste das células B, que se desenvolvem na

medula 6ssea e tem como principal fungcédo produzir anticorpos, que se ligam as
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proteinas que sao estranhas ao organismo e as marcam para serem atacadas por
outras células do sistema imune. Elas atuam contra patégenos extracelulares
como, por exemplo, toxinas produzidas por bactérias. Outra linhagem de células
sao as células T, que se formam na medula e se transformam no timo. As células
atuam contra patégenos intracelulares como virus além de parasitas intracelulares
como os da tuberculose. As células T também secretam moléculas protéicas
conhecidas como linfocinas, que orientam a atividade das células B, de outras
células T e de outras partes do sistema imune (WEISSMAN; COOPER, 1993).

Uma vez formadas, as células B e T migram para o baco, para os nédulos
linfaticos e para os tecidos linféides intestinais. Nesses tecidos as células do
sistema imune poderdao encontrar antigenos que sdo moléculas invasoras de
origem microbiana ou viral, quando irdo produzir anticorpos especificos contra
esses agentes invasores. Os linfdcitos circulam continuamente por todo corpo
através do sistema vascular linfatico, por onde chegam aos 6rgaos linféides
exercendo sua funcdo de patrulhas contra antigenos invasores (WEISMAN;
COOPER, 1993).

Na medula éssea algumas células tronco se modificam, passando
diretamente ao que se convencionou chamar de células NK, “Natural Killer”. A
maioria das células tronco que penetram na medula se transformam em células
pré-B, apds receberem sinais quimicos de células especiais (células estromais).
As células pro-B continuam recebendo esses sinais quimicos, transformando-se
em células pré-B, ja com alguma capacidade de formar anticorpos. Por ultimo,
formam-se as células B e estas se transformam em células plasma, quando
adquirem completa capacitacdo para secretarem anticorpos, quando solicitadas
pela presenca de antigenos especificos (NOSSAL, 1993).

As transformacbes para a maturagdo das células T sdo mais complexas
que as das células B. As células T sdo produzidas no timo a partir de células
tronco migradas da medula 6ssea. As células em maturagdo atravessam varios
estagios que podem ser distinguidos por proteinas que se expressam em sua
superficie. Moléculas do chamado complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) retém fragmentos de proteinas antigénicas para serem apresentadas as
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células T. Os complexos MHC s&o divididos em dois tipos: classe | e classe Il
Células em transformacdo que possuam receptores em sua superficie para se
ligar ao complexo MHC (classe 1) se transformardao em células T “helper” enquanto
que as células contendo receptores superficiais para o complexo MHC (classe Il)
se transformardo em células T “killer”. Por ultimo, as células que nédo se ligam a
nenhuma das classes de MHC ou que se ligam a antigenos produzidos pelo
préprio corpo irdo morrer (WEISSMAN; COOPER, 1993). Os varios tipos de
células T poderao ser reconhecidos por marcadores de superficie que reagem
com antigenos especificos (JANEWAY JR., 1993).

Pesquisas desenvolvidas por Bounous e colaboradores (BOUNOUS;
LETORNEAU; KONGSHAVN, 1983; BOUNOUS; KONGSHAVN, 1985; BOUNOUS;
BATIST; GOLD, 1989) mostraram diferengas na capacidade imunomodulatéria de
proteinas alimenticias, sendo a lactalbumina a de maior poder imunoestimulante,
dentre varias proteinas testadas. Ficou também demonstrado (BOUNOUS;
BATIST; GOLD, 1989) o grande poder da lactalbumina em promover a sintese de
glutationa e que o bloqueio da sintese de glutationa através do inibidor especifico
BSO (butationina sulfoximina) inibe ao mesmo tempo, a sintese de glutationa e a
producdo de anticorpos (IgM) no baco; quando desafiado por eritrécitos de
carneiro (SRBC).

O sistema imune desenvolveu no sistema gastrointestinal (SGI) duas fontes
de defesa muito importantes, segundo Brandtzaieg (1998): a) de exclusdo imune
desempenhado por anticorpos secretérios, particularmente da classe da
imunogloblina A (IgA) que inibe a colonizagdo de microorganismos patogénicos e
a penetracdo de antigenos danosos que chegam ao lume intestinal; b)
mecanismos regulatorios para evitar reacdes locais ou periféricas que possam
promover hipersensibilidade contra substancias in6cuas que bombardeiam a
superficie da mucosa. Esse ultimo fenébmeno é conhecido como tolerancia oral
quando é induzido no sistema Gl contra antigenos da dieta ou até mesmo contra
agentes perigosos da microbiota intestinal. Esse sistema associado ao sistema
linféide intestinal (GALT, em inglés) € crucial para a indugédo da resposta imune a

agentes infecciosos encontrados na superficie da mucosa.
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InUmeras pesquisas feitas “in vivo” e “in vitro” investigaram o potencial do
leite bovino em exercer efeito na saude humana via modulagédo do sistema imune.
Os experimentos “in vivo” geralmente sao feitos com roedores, envolvendo um
componente investigado colocado na racdo, sendo acompanhado de
monitoramento longitudinal das alteracdes da resposta imune (BOUNOUS et al.,
1983; WONG; WATSON, 1995). As pesquisas “in vitro” envolvem a inclusdo de
componentes testados em meio contendo células alvo (usualmente leucécitos
obtidos de culturas de linhagens de células imune) seguida da medida dos efeitos
das alteracdes dos tratamentos na funcao dessas células (OTANI et al., 1995). Os
resultados destes testes foram muito variados em decorréncia das condi¢cdes de
experimentagcdo, manipulagdo e variaveis experimentais. Por outro lado, mesmo
que os resultados de um estudo “in vivo” oferecam fortes evidéncias de que um
componente testado irda modular a funcdo imune quando usado na dieta, essa
abordagem pode ser afetada pelos mecanismos de controle da resposta imune.
Existe ainda um longo caminho a percorrer no sentido de identificar e esclarecer
de quais modos um dado componente alimentar pode modular a funcdo imune
quando incluido na dieta (CROSS; GILL, 2000).
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CAPITULO 2

PROPRIEDADES IMUNOESTIMULATORIAS DE ALGUMAS PROTEINAS DE
USO CORRENTE EM ALIMENTACAO ANIMAL E HUMANA

RESUMO

Neste capitulo as pesquisas tiveram como principais objetivos: 1. confirmar
diferencas relatadas na literatura do poder imunoestimulatério entre algumas das
principais proteinas alimenticias; 2. verificar possivel compatibilidade (sinergismo)
ou incompatibilidade (antagonismo) imunolégico entre proteinas, quando usadas
em misturas na dieta; 3. verificar os efeitos de métodos de fabricacdo e outros
tratamentos das proteinas sobre seu poder imunoestimulatério. Dos varios
preparados protéicos utilizados isolados de proteina de soro de leite, preparados
na Nova Zelandia (NZ) e na Franca (Ren); concentrado de proteina de soro de
leite (CSD), preparado no ITAL, Campinas; caseina preparada na forma micelar
(CM) e uma caseina comercial (CC); isolado protéico de soja (IPS); um
concentrado de globulinas de soro bovino (BSG) e albumina de soro de sangue
bovino (BSA); o CSD foi o que apresentou maior poder imunoestimulante (p <
0,05). Quando misturados em diferentes propor¢cées aos outros concentrados e/ou
isolados protéicos, todos provocaram diminuicdo do poder imunoestimulatério do
CSD, com excecao da BSA que mostrou identidade e/ou sinergismo com o CSD.
O CSD manteve seu elevado poder imunoestimulatério, quando introduzido na
dieta na faixa de concentragao de 7,5 a 20% da dieta. O processo de desidratacao
(liofilizagéo ou “spray drying” ndo influiu na atividade imunoestimulante do CSD. A
irradiacdo por raios-gama até 3kG nao afetou as propriedades imunolégicas do
CSD, porém, tratamento acima de 5kG diminuiu essa atividade. Tratamentos
térmicos acima de 60°C, exceto a pasteurizacdo (72°C, 15 seg.) prejudicaram a
atividade imunolégica das proteinas do soro de leite.

80



2.1 INTRODUCAO

O sistema imune constitui-se de células e moléculas responsaveis pela
imunidade, protegendo o organismo de agentes infecciosos que existem no
ambiente e de substancias estranhas, incluindo macromoléculas como proteinas e
polissacarideos, sem que tais reagdes impliguem conseqiiéncias fisiolégicas ou
patolégicas (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997; CALDER; KEW, 2002).

A resposta imune especifica pode ser classificada em humoral e celular,
dependendo dos componentes do sistema mediador da resposta. No primeiro
caso a resposta imune é mediada por linfécitos B que ativados, diferenciam-se em
plasmadcitos capazes de produzir anticorpos. A imunidade humoral constitui o
principal mecanismo de defesa contra microrganismos e suas toxinas, aos quais
0s anticorpos se ligam, promovendo sua neutralizagdo. No segundo caso, a
resposta imune € mediada por linfécitos T, sendo conhecida por imunidade celular.
Ha duas classes principais de linfécitos T: os citotdéxicos, que matam as células
infectadas por virus e as células T auxiliares e inflamatérias, com fungéo ativadora
sobre outras células, como os linfécitos B e os macréfagos (STITES; TERR,;
PARSLOW, 2000).

A avaliagdo da resposta de anticorpos na imunidade humoral é
relativamente simples, enquanto que a imunidade mediada por células T,
imunidade celular é tecnicamente bem mais dificil de ser medida (JANEWAY et
al., 2000).

Os efeitos dos nutrientes da dieta no sistema imune e na resposta imune
sdao complexos (CUNNINGHAM-RUNDLES, 1994; 1998). Os nutrientes derivados
de proteinas da dieta, carboidratos e lipidios, bem como micronutrientes, vitaminas
e minerais interagem sistematicamente com as células do sistema imunolégico na
circulagdo sanguinea, nos linfonodos e no sistema imune especializado do trato
gastrintestinal (PRINDULL; AHMAD, 1993). Os efeitos de um nutriente isolado
dependem de sua concentragdo e da interagdo com outros nutrientes. A idade do
animal também é fator importante (CHANDRA, 1993a; b).
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Nos ultimos anos foram feitos muitos estudos “in vitro” e “in vivo” visando
identificar e caracterizar os componentes do leite bovino capazes de modular o
sistema imune, compreendendo tanto os estimulos para aumentar a intensidade
da resposta quanto para suprimi-la. O efeito potencial verificado com os
componentes do leite para inibir a resposta imune é tdo importante em nivel
fisiolégico quanto o efeito de melhorar essa resposta (KULKARNI; KARLSSON,
1993 apud CROSS; GILL, 2000).

A maioria das pesquisas aborda a imunidade especifica, associada a
reacao antigeno-anticorpo e, mais especificamente, a acdo dos linfécitos B, que
produzem anticorpos e T, no reconhecimento do antigeno, producéo e modulagéao
da resposta imune via secrecdo de citocinas. Poucas pesquisas focaram a
resposta imune nado especifica ou inata. A distincdo entre componentes
especificos e ndo especificos da resposta imune é arbitraria, tendo em vista que
durante uma reagao “in vivo” com a presenca de um agente estranho o sistema
imune age como um todo, conferindo protecdo ao organismo (GILL;
RUTHERFURD; CROSS, 2000).

Ha evidéncias de que proteinas de boa qualidade, identificadas de acordo
com sua capacidade de promover crescimento, possam diferir na capacidade
imunomoduladora. Estudos efetuados com camundongos adultos e jovens
encontraram maior efeito imunomodulador para as proteinas de soro de leite,
comparadas a caseina e varias outras proteinas de origem animal, vegetal e de
algas. A maior parte dessas informacgdes relaciona-se a resposta primaria
dependente do timo em resposta ao desafio com hemacias de carneiro,
dosados em termos de contagem de células formadoras de placas (WONG;
WATSON, 1995; WOODWARD, 1998).

Os efeitos imunomoduladores das proteinas de soro na formacédo de
anticorpos especificos estdo muito bem documentados na literatura. Alem destes
efeitos verificou-se que camundongos alimentados com concentrado protéico de
soro expressaram elevados niveis de anticorpos apds administracao de diferentes
vacinas (LOW et al., 2003). Esses efeitos foram similares aqueles encontrados por
Wong e Watson (1995), quando também verificaram um aumento da imunidade
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celular. As proteinas de soro contém altas concentragdes de cisteina e a atividade
imunomoduladora apresentada por essas proteinas foi atribuida a sua habilidade
em aumentar os niveis de glutationa (GSH) nos 6rgaos linféides em resposta a um
desafio antigénico. Esses achados foram a base de um ensaio clinico preliminar,
no qual dois individuos HIV positivos exibiram elevacdo modesta nos niveis
séricos de glutationa celular apds trés meses de suplementacdo com concentrado
protéico de soro (BOUNOUS et al., 1993; BOUNOUS, 2000).

Estudos mais recentes efetuados com criancas portadoras do virus HIV
(MORENO, 2002; MORENO et al., 2005) mostraram a eficacia do preparado CSD
utilizado na presente tese, na elevacao da glutationa eritrocitaria e na melhora do
sistema imunolégico, demonstrado pela elevacdo da relacdo linfocitaria
TCD4/TCDg e da diminuicao da ocorréncia de infeccoes oportunistas das criancas
recebendo CSD versus placebo (maltodextrina).

Estudos efetuados com animais alimentados com produtos de soro
contendo altas concentragdes de imunoglobulinas (Ig) e albumina sérica bovina
(BSA) exibiu maior efeito nos teores de GSH. A BSA é uma boa fonte de
aminoacidos essenciais, correspondendo de 5 a 10% das proteinas de soro.
Alguns estudos verificaram aumento na sintese de GSH em animais alimentados
com dietas de soro contendo altos teores de BSA. Do mesmo modo que as Igs, a
fracao BSA contém os aminoacidos glutamina e cisteina que fazem parte da GSH
(BEAULIEU; DUPONT; LEMIEUX, 2006).

2.2 OBJETIVOS
- Avaliar comparativamente o potencial imunomodulador de varias fontes
protéicas isoladamente ou em combinacbes, quando incorporadas em uma

dieta semi-sintética padrao para roedores.

- Determinar as concentracbes e combinacdes mais efetivas de proteinas na

dieta padrao para o estimulo imunolégico.
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- Avaliar o efeito de varidveis do processamento, particularmente fluxograma de
producdo, tratamento térmico e irradiacdo gama no poder imunoestimulatério

do produto protéico.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Fontes protéicas utilizadas

Para o estudo do efeito imunoestimulador de proteinas da dieta utilizaram-
se as seguintes fontes protéicas: caseina comercial (CC), adquirida da M Cassab,
Sao Paulo, SP; isolado protéico de soja (IPS) da marca Samprosoy 90, obtida da
Empresa Ceval, Esteio, RS; isolado protéico de soro de leite bovino (Ren)
produzido em planta piloto em Rennes (Fr); isolado protéico de soro de leite
bovino (NZ) adquirido da Empresa New Zealand Milk Product (NZMP), S&o Paulo,
SP; hidrolisado de colageno bovino (HC) gentiimente fornecido pela Empresa
“Gelita South América”, Cotia, SP; albumina sérica bovina (BSA) e globulina sérica
bovina (BSG) obtida em laboratério e gentilmente cedida por Prata (2002); caseina
na forma micelar (CM) obtida em planta piloto (Figura 1) e gentiimente cedida por
Roman (2002); concentrado de soro doce desidratado por liofilizacao (CSD-L) e
desidratado em “spray Dryer” (CSD-S), segundo metodologia descrita por Zinsly e
colaboradores (2001) (Figura 2) e Dias (2004).

2.3.2 Métodos de preparacao
Obtencao do concentrado de micelas de caseina (CM) (Figura 1).

Processo de obtengéo do concentrado de soro doce CSD (Figura 2).
Processo de obtengéo das fragbes séricas bovina (BSG e BSA) (figura 3).
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LEITE DESNATADO
(Pasteurizado a 72°C por 20 segundos)

Membrana
Polimérica (1um)

Leite

Residuo
microfiltrado

Membrana
Ceramica
(0,7um)

Microfiltragdo
Diafiltragdo

Soro
(permeado)

Micelas de
Caseina
(retentado)

Liofilizagcao

Concentrado
de Micelas de
Caseina (CM)

Figura 1 - Processo de obtencdo das micelas de caseina (CM) por microfiltracao
seguido de diafiltracao a partir do leite bovino fluido (ROMAN, 2002).
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LEITE DESNATADO PASTEURIZADO
(73°C, 15 segundos)

CoC
desidratado

Homogeneizagéo (pH
7,5); secagem (spray

dryer)

CaC|2
Coagulo Comercial (Quimosina,
32°C, 40 min)
Dessoragem
Coédgulo de Soro Doce
caseina

Ultrafiltragdo
Diafiltracdo

CSD

CSD
desidratado

Figura 2 - Processo de obtencdo do coagulo de caseina desidratado - CoC e
concentrado protéico de soro doce - CSD (BORGES et al., 2001).
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Sangue bovino
(coleta em matadouros)

Coleta (veia jugular — faca vampiro)
Repouso (camara especial para coagulagao)

Centrifugacéao
- Soro (NH4)QSO4
Coéagulo 20% sat.
| | |
‘Qo'i;j,’g?f“ Sobrenadante Fragao protéica
[ (descartada)
| Centrifugacéao |
Precipitado GSB Sobrenadante | «— (NH4)2SO4
85% sat.
Dislise | Centrifugacéao |
Centrifugagédo Sobrenadante BSA
Liofilizagao (descartado) o
Dialise
Centrifugagao
Liofilizacao
BSG desidratada BSA desidratada

Figura 3 - Processo de obtencédo das fracdes globulina sérica bovina (BSG) e
albumina sérica bovina (BSA) (PRATA, 2002).
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2.3.3 Caracterizacao dos materiais utilizados (fontes protéicas)

¢ Composicao centesimal

- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo método
descrito na AOAC (1990).

- Umidade e solidos totais: foram determinados de acordo com os
procedimentos descritos ha AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporacdo da

agua presente no alimento até peso constante e pesagem do residuo sélido.

- Residuo mineral (cinza): determinado de acordo com os procedimentos
descritos na AOAC (1990). Baseia-se na determinacdo do residuo inorgéanico

resultante da calcinacao de toda matéria organica da amostra.

- Lipidios Totais: determinados pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959),
levando-se em conta as propor¢cdes recomendadas entre os solventes cloroférmio,
metanol e agua destilada, 1:2:0,8 para a primeira diluicdo e 2:2:1,8 para a
segunda diluicdo. Apds a eliminacdo do solvente os lipidios extraidos foram

determinados gravimetricamente.

- Lactose: a determinacdo de lactose foi feita de acordo com metodologia de
Acton (1977).

2.3.4. Poder imunoestimulante de diferentes proteinas da dieta

Foram delineados 8 protocolos experimentais que diferiram entre si quanto
as fontes e concentracdes protéicas, buscando verificar qual tipo e concentragao
promoveria maior efeito imunomodulador.

Ao todo foram realizados 8 ensaios, cujos protocolos sao
esquematicamente apresentados nas Figuras 4 a 10.
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2.3.5 Monitoramento do efeito imunomodulador

¢

Ensaio imunoldgico para contagem de células formadoras de placas
(CFP) — Para a imunizagdo dos animais (camundongos machos A/UNI)
utilizou-se suspensdo de hemécias de carneiro padronizadas, obtidas
semanalmente em solugcao de Alséver, do Biotério Boa Vista, Campinas, SP.
Ap6s 16 dias recebendo a dieta, os animais foram imunizados por injecao
subcutanea contendo 5 x 10° hemacias de carneiro lavadas em tampé&o borato
0,05M (adicionado de sais de calcio e magnésio). A contagem de CFP foi
efetuada de acordo com o método modificado de Cunningham e Szenberg
(1968). Os animais foram mortos 5 dias apés a imunizacado quando, de acordo
com a literatura e confirmado em testes laboratoriais preliminares, acontece o
pico de resposta. Os bacos foram retirados e aliquotas de suspensao de suas
células foram colocadas a reagir com hemacias e complemento de cobaia, em
laminas tratadas com agarose. ApoOs tempo previamente determinado a
reacao foi interrompida e a contagem de placas foi efetuada com auxilio de
lupa (BOUNOUS; GOLD, 1991).

2.3.6 Ensaios bioldgicos

¢

Dietas experimentais

As dietas foram formuladas de acordo com a AIN-93G (REEVES; NIELSEN;

FAHEY JR, 1993) modificadas quanto as fontes protéicas e as concentracoes de

proteinas, sendo isoprotéicas e isocaloricas. As fontes protéicas utilizadas em

cada ensaio bem como suas concentracoes estdo apresentadas nos protocolos

das figuras 4 a 10.
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¢+ Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos machos SPF (“specific pathogen free”) da
linhagem A/Uni imunocompetentes, de 6-8 semanas de idade, obtidos do Centro
Multidisciplinar de Experimentacao Bioldégica, CEMIB/Unicamp, Campinas, SP,
sendo 10 animais/tratamento. Eles foram transportados para o Biotério do Instituto
de Tecnologia de Alimentos - ITAL, onde foram realizados os experimentos. Em
todos 0s ensaios os animais foram separados em grupos, de modo que nao
houvesse grandes diferencas entre as médias de peso dos grupos. Foram
mantidos em caixas plasticas préprias para camundongos (5 animais/caixa),
forradas com maravalha (camas) e colocadas em ambiente com temperatura
controlada (22 = 2°C) e ciclo de luz (claro e escuro) de 12 horas. Os grupos foram
aleatoriamente distribuidos entre os tratamentos. As dietas dos comedouros foram
trocadas diariamente, a 4gua e as camas, 2 vezes por semana. Agua e dieta

foram oferecidas “ad libitum”.
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Protocolo 1 ]]

;

40
animais

10 animais por tratamento

CsD IPS cC CM

l 16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de bacgo - teste imunoldgico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 4 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni alimentados com dietas
contendo 20% de proteinas, a saber: CSD (concentrado protéico de
soro doce); IPS (isolado protéico de soja); CC (caseina comercial) e

CM (caseina micelar).
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=

60
animais

10 animais por tratamento

CSD CSD/BSA CSD/BSG CSD/IPS csb/cC CSD/Lf
(17%) (10:7%) (10:7%) (10:7%) (10:7%) (17:1%)
16 dias

Imunizagdo com hem@acias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de baco - teste imunolégico
(verificacado da resposta imune humoral primaria)

Figura 5 - Protocolo experimental para ensaio imunoldgico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
contendo 17% de proteinas, a saber: CSD (concentrado protéico de
soro doce); misturas com 10% de CSD e 7% de uma das proteinas:
BSA (albumina de soro bovino), BSG (globulina sérica bovina), IPS
(isolado protéico de soja) e CC (caseina comercial); CSD/Lf (17:1),
concentrado protéico de soro doce/lactoferrina (17%/1%).
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40
animais

10 animais por tratamento

CM CM/CSD CM/CSD CM/CSD
(100) (50:50) (20:80) (80:20)
16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de bacgo - teste imunoldgico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 6 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
contendo 20% de proteinas. CM (caseina micelar); CSD

(concentrado protéico de soro doce), nas proporcoes indicadas.
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=

50
animais
10 animais por tratamento
CSD CSD CSD CSD CSD
(7,5%) (10%) (15%) (17%) (20%)
16 dias
v

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de bacgo - teste imunoldgico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 7 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
formuladas com o CSD (unica fonte de proteina) nas seguintes
concentracoes: 7,5, 10, 15, 17 e 20%.

94



(]

40
animais

10 animais por tratamento

BSA CC/CSD BSA/CSD BSA/CSD
(15%) (3:12%) (7,5/7,5%) (10:5%)

l 16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de baco - teste imunolégico
(verificacado da resposta imune humoral primaria)

Figura 8 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados com misturas
de fontes protéicas contendo 15% de proteinas, a saber: BSA
(albumina sérica bovina - 15%); CC/CSD (caseina comercial/
concentrado protéico de soro doce - 3:12); BSA/CSD (7,5:7,5) e
BSA/CSD (10:5).
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40
animais

10 animais por tratamento

NZ NZ + HC CSD Ren
(10%) (5:5%) (10%) (10%)

l 16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de bacgo - teste imunoldgico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 9 - Protocolo experimental para ensaio imunoldgico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
contendo 10% de proteina das seguintes fontes: NZ (isolado protéico
de soro New Zealand 10%); NZ + HC (5% NZ + 5% hidrolisado de
colageno); CSD (concentrado protéico de soro doce 10%); Ren

(isolado protéico de soro produzido em Rennes, Franca - 10%).
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o)

6 animais por tratamento

CSD-S CSD-L CC IPS

16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de baco - teste imunolégico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 10 - Protocolo experimental para ensaio imunoldgico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21
dias com dietas contendo 20% de proteina das seguintes fontes:
CSD-L (concentrado protéico de soro liofilizado); CSD-S (CSD seco
em “spray dryer”); CC (caseina comercial) e IPS (isolado protéico de

soja).
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)

24
animais

8 animais por tratamento

CSD-L CSD-L3 CSD-L5

| 16 dias

A

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do baco)

Suspensao de células de bacgo - teste imunoldgico
(verificacao da resposta imune humoral primaria)

Figura 11 - Ensaio imunoldgico efetuado com camundongos machos isogénicos
da linhagem A/Uni, recebendo dietas com 20% de proteinas.
Tratamentos: CSD-L (concentrado protéico de soro doce liofilizado),
CSD-L3 e CSD-L5 (concentrados protéicos liofilizados e irradiados
com doses com 3 e 5kGy, respectivamente).

98



2.3.7 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistica 6.0” (Stat
Soft Inc, Tulsa, USA). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significAncia de 5%
(GOMES, 1982).

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Composicao quimica das fontes protéicas

A composicao centesimal aproximada dos concentrados protéicos utilizados

nas formula¢des das dietas encontra-se nas tabelas 1 e tabela 2.

Tabela 1 — Composicao centesimal aproximada (média + desvio padrdo), em base

seca, dos concentrados protéicos obtidos do leite bovino.

Componente Fontes protéicas (%)**
(base seca) CSD CSD-L CSD-S CM CcC
Proteinas* 85,69 +4,55° 83,8+26° 82,1+29° 86,14+0,39% 82,8+2,70°

Lipidios totais 6,96 +0,17° 4,5+0,75° 54+1,03* 4,30+0,06° 1,9+0,25°
Cinza 225+0,50° 2,8+0,50° 3,1+056° 844+0,02® 3,5+0,75°

Carboidratos*** 510+0,85° 89+1,6° 9440812 1,12+0,12° 11,7+ 1,96°

*N x fator de conversdo 6,38. Determinacdes feitas em triplicata. “Concentrado protéico
de soro de leite bovino (CSD); Concentrado protéico de soro liofilizado (CSD-L);
Concentrado protéico de soro desidratado por “spray dryer” (CSD-S); Caseina micelar
(CM) e Caseina comercial (CC). ***Determinado como lactose. Médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Todos os produtos apresentaram concentragdo de proteina acima de 80%.
Quanto aos carboidratos, o maior teor (11,7%) foi verificado na caseina comercial,
seguido do concentrado protéico de soro (5%). Os mais baixos teores de cinza
foram encontrados no concentrado protéico de soro (2,25%), seguida da caseina
comercial (3,5%) e o mais elevado foi da caseina micelar (8,44%). Quanto aos
lipidios totais, as mais baixas concentragcdes foram verificadas com a caseina
comercial (1,9%), caseina micelar (4,3%) e no concentrado protéico de soro
(6,15%).

Tabela 2 — Composicao centesimal aproximada (média + desvio padrdo), em base
seca, das seguintes fontes protéicas: isolado protéico de soja,
albumina sérica bovina, globulina sérica bovina, concentrado protéico
da Nova Zelandia; hidrolisado de colageno e isolado protéico de soro -

Rennes, Franca.

Componente Fontes protéicas (%)**
(base seca) IPS BSA BSG NZ HC Ren
Proteinas* 92,0+ 2,8° 83,35+0,03° 84,3+0,09° 86,20+1,06° 91,0+0,10° 95,6+0,21°

Lipidios totais 0,5+ 0,03° 4,75+0,4% 1,69+0,04° 35+0,02° 0,19+0,04 0,87+0,10°
Cinza 40+ 0,71* 064+0,03° 0,39+0,01° 1,86+0,29° 0,39+0,19° 2,11 £0,100°

Carboidratos*** 35+0,58° 10,62+1,46™ 1362+287" 8,44+156™ 7,42+1,34° 143+0,18°

*N x fator de conversdo: 6,38 para proteinas lacteas (NZ e Ren); 5,71 para soja (IPS) e 5,55 para
hidrolisado de colageno (HC). Determinacoes feitas em triplicata. **Isolado protéico de soja (IPS);
Albumina de soro bovino (BSA); BSG (Globulina de soro bovino); concentrado protéico da Nova
Zelandia (NZ); hidrolisado de colageno (HC) e isolado protéico de soro - Rennes, Franga (Ren).
***Valores obtidos por diferenca. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p > 0,05).

Todas as fontes protéicas apresentaram concentracdo de proteina acima de

80%. Quanto aos carboidratos, o maior teor (13,62%) verificado na globulina

sérica bovina, seguido da albumina sérica bovina (10,62%). Os teores mais baixos

de cinza foram encontrados no hidrolisado de colageno (0,39%) e globulina sérica
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bovina (0,39%), seguida da albumina sérica bovina (0,64%), enquanto o isolado
protéico de soja apresentou o valor mais alto (4,0%). Quanto aos lipidios totais, as
mais baixas concentragdes foram verificadas no hidrolisado de colageno (0,19%),
isolado protéico de soja (0,5%), isolado protéico de soro (Ren) (0,87%) e globulina
sérica bovina (1,69%) e os maiores valores apresentados na albumina sérica

bovina (4,75%) e concentrado protéico da Nova Zelandia (3,5%).

2.4.2 Efeito imunomodulador

A figura 12 apresenta os resultados de ensaio para verificacdo do efeito
imunomodulador de dietas contendo 20g de proteina/100g de dieta, vindas de
fontes diferentes de leite bovino e soja (Protocolo 1, Fig. 4). Os resultados obtidos
nessa pesquisa estdo de acordo com outros descritos na literatura, ficando
evidente o maior efeito imunomodulador exercido pelas proteinas de soro de leite,
comparando as diferentes formas de caseina e a proteina de soja. Embora se
observe uma tendéncia de decréscimo entre as fontes IPS, CC e CM, ndo houve
diferenca estatistica entre elas (p > 0,05), embora, as proteinas de soja (IPS) e as
duas preparacoes de caseina (CC e CM) se apresentassem em forma estrutural e
molecular bastante diferentes. A composicdo de aminoacidos dessas fontes
protéicas é também bastante diferente, conforme resultados de anélises
apresentadas no capitulo 3.
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Figura 12 — Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
contendo 20% de proteinas, a saber: CSD (concentrado protéico de
soro doce, produzido no ITAL); IPS (isolado protéico de soja); CC

(caseina comercial) e CM (caseina micelar).

Bounous (2000) afirmou que a resposta imune humoral envolvida na
producdo de anticorpos requer rapida sintese protéica que, por sua vez, requer
ingestdo dietética adequada de aminoacidos essenciais encontrados nas
proteinas de soro de leite.

As proteinas do soro sao facilmente digeridas e absorvidas, estimulando a
sintese protéica e a proteodlise nos tecidos. Ao contrario, quando as caseinas sao
digeridas, os aminoacidos sdo absorvidos mais lentamente, promovendo menor
sintese protéica nos tecidos e retardando o catabolismo protéico, o que contribui
para a conservagao de proteina corporal (BARO et al., 1995; BRINK, 1996).

As proteinas do soro atuam no metabolismo estimulando a fungéo imune e
retardando o processo de envelhecimento. Esses processos parecem ser
mediados pela glutationa e existe alta correlagdo entre a sintese de glutationa e

102



estimulo imune. A glutationa hepatica desempenha um papel critico na
desintoxicacao de espécies reativas do metabolismo oxidativo, incluindo aqueles
gerados por moléculas enddgenas, estresse metabdlico, drogas ou carcinégenos.
Quando os niveis de glutationa hepatica estao baixos, tanto em animais quanto
em humanos, ha maior suscetibilidade ao dano tecidual causado por metabdlitos
toxicos e compostos geradores de radicais livres (BOUNOUS; BATIST; GOLD,
1989; GILL; RUTHERFURD, 1998).

Algumas caracteristicas do perfil de aminoacidos do CSD tornam a sua
utilizagdo importante em varias situagdes. O alto conteudo de aminoacidos de
cadeia ramificada, particularmente a leucina, parece importante para a
regeneracao dos tecidos em traumas multiplos e queimaduras (BRENAN et al.,
1986; GILL; RUTHERFORD, 1998).

Os resultados do segundo experimento (Protocolo 2, Fig. 5) estéo
apresentados na figura 13. A mistura de outras fontes protéicas com o
concentrado protéico de soro produziu resultados diferentes. A mistura do CSD
com a albumina sérica bovina (CSD/BSA) ou com a lactoferrina (CSD/Lf)
apresentou resultado estatisticamente igual aquele verificado com a dieta onde o
CSD foi utilizado como unica fonte protéica. Quando misturado com outras fontes
como globulina sérica bovina (BSG), IPS e CC, verificou-se diminuigdo do efeito

imunomodulador.
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Figura 13 - Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
contendo 17% de proteinas, a saber: CSD (concentrado protéico de
soro doce, produzido no ITAL); misturas com 10% de CSD e 7% da
proteina BSA (albumina de soro bovino), BSG (globulina sérica
bovina), IPS (isolado protéico de soja) e CC (caseina comercial);
CSD/Lf (17:1), concentrado protéico de soro doce/lactoferrina
(171%).

A mistura de lactoferrina (1%) com o CSD (17%) nao favoreceu a resposta
imune humoral neste ensaio. E interessante notar que a BSA (extraida do soro de
sangue bovino) ndo influiu desfavoravelmente na imunoestimulagdo do CSD,
enquanto que a mesma proporcao de globulina de soro bovino (BSG), o IPS e,
particularmente, a CC influiram negativamente (p < 0,05). Isto se explica pelo fato
da BSA de soro bovino ser estrutural e imunologicamente muito semelhante a do
soro de sangue humano e que € a mesma encontrada no leite bovino. Portanto
existe maior compatibilidade imunolégica da BSA (bovina) com o CSD do que as

outras proteinas testadas. Trabalhos pioneiros de Bounous e colaboradores no
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Canada mostraram pela primeira vez a relagdo entre proteinas de soro nao
desnaturada (Immunocal ™), elevacdo dos niveis de glutationa (GSH) em vérios
tecidos (figado, baco) e producao de imunoglobulina M (IgM) no baco (BOUNOUS;
GOLD, 1991; BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1989). Esses pesquisadores
demonstraram que alimentando animais com um WPC desenvolvido e patenteado
por eles (Imunocal), havia grande producdo de GSH em linfécitos de
camundongos. Quando esses linfécitos foram isolados dos animais e cultivados “in
vitro” retinham a habilidade de promover maior estimulo imunolégico.
Subsequientemente mostraram que o poder imunoestimulante do soro de leite
dependia, principalmente, da concentragdo das proteinas termolabeis BSA, o-
lactalbumina (a-La) e lactoferrina (Lf). Quando ndao desnaturadas essas proteinas
apresentam basicamente o mesmo numero de residuos de cistina para igual
fracdo de massa molecular.

A BSA apresenta 17 residuos de cistina (MM 66KDa) e 6 seqliiéncias Glu-
(Cys)2 (BEAULIEU; DUPONT; LEMIEUX, 2006), a Lf com 17 residuos de cistina
(MM 77 KDa) e 4 sequéncias Glu-(Cys). (GODMAN; SCHANBACHEIR, 1991) e a-
La com 4 residuos de cistina (MM 14 KDa). Por outro lado a B-lactoglobulina (j3-
Lg) possui 2 residuos de cistina (MM 18,4 KDa) e a imunoglobulina G1 (IgG+)
predominante no leite bovino, apresenta 2 pontes dissulfeto com a sequiéncia Glu-
(Cys)2 (MM 166KDa). Ainda segundo Bounous e Gold (1991), os peptidios
contendo a sequéncia Glu-(Cys),, liberam na digestao e metabolismo 2 dipeptidios
glutamil-cisteina (Glu-Cys), que seriam substrato preferido para a sintese intra-
celular da glutationa. Esse dipeptidio pode facilmente penetrar o interior das
células e servir de substrato para a enzima glutationa sintetase. Devido a essa
semelhanca de estrutura primaria e composicao aminoacidica, a BSA e a Lf
mostraram atividade imunolégica perfeitamente compativel com CSD, do qual
participam da composigao.

O papel tradicional das proteinas de soro em alimentos consiste em
fornecer nitrogénio e aminoacidos quando incorporados em uma fonte alimentar.

Existem também evidéncias consistentes na literatura de outros papéis biol6gicos
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exercidos por estas proteinas obtidos de ensaios “in vivo” e “in vitro” (GERMAN;
DILLARD; WALZEM, 2001).

A figura 14 apresenta os resultados dos ensaios efetuados para verificar o
efeito imunomodulador exercido pelas duas fracdes protéicas mais representativas
do leite bovino quando introduzidas nas dietas em diferentes proporcdes

(Protocolo 3, Fig. 6)
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Figura 14 - Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
contendo 20% de proteinas, a saber: CM (caseina micelar);
CM/CSD (50:50); CM/CSD (20:80) e CM/CSD (80:20).

De acordo com a figura 14, as respostas verificadas para imunidade
humoral com animais alimentados com a mistura CM/CSD nas propor¢des de
20:80 e 50:50, nao diferiram estatisticamente. Com o aumento da proporcéao de

CM na mistura verificou-se queda dos valores para a resposta imune, o que nao
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diferiu daqueles verificados com o grupo alimentado com a CM utilizada como
unica fonte protéica.

Sabe-se que o leite da maioria das espécies de mamiferos difere do leite
humano sob varios aspectos, inclusive por apresentarem maiores concentracoes
de proteinas totais e de caseinas e menor concentracao de proteinas de soro. As
proteinas do leite humano sao diferentes estrutural e qualitativamente das do leite
de vaca. No leite humano, 80% do conteldo protéico é encontrado na fragao soro.
No leite de vaca esta mesma proporcao € de caseina. A relacao caseina/proteina
de soro no leite humano é de 20/80, a do leite bovino é 80/20. O leite humano
apresenta baixa concentracao de proteina total e elevada proporcéo de proteinas
do soro, caracteristicas que sao associadas ao crescimento lento e a dilatada
longevidade da espécie humana (BOS; GAUDICHON; TOME, 2000; DIAS, 2004).

As proporgdes entre caseina micelar (CM) e CSD da Figura 14 foram
usadas numa tentativa de mostrar como a relagdo caseina/proteinas de soro
poderia influir na estimulacdo imune em células do baco de camundongo. Utilizou-
se caseina micelar por ser mais préxima da caseina encontrada no leite natural. A
relacdo CM/CSD (80:20) imita a composicao protéica do leite de vaca, enquanto
que CM/CSD (20/80) estaria imitando o leite humano. Pode-se verificar que
embora com resultados numericamente diferentes as duas férmulas protéicas nao
diferiram estatisticamente (p > 0,05). Por outro lado, a relagao CM/CSD (20:80)
nao diferiu (p > 0,05) de (50:50). E também interessante observar que CM (100%)
nao diferiu (p > 0,05) da férmula CM/CSD (80:20), sugerindo uma certa
incompatibilidade na imunidade humoral entre caseina e proteinas do soro.

Esses resultados sugerem que a producdo de uma férmula protéica
semelhante a do leite humano (humanizada) a partir das fracbes caseina e
proteinas de soro através de simples mistura das fragcbes CM e CSD, néo produz
os resultados esperados, devido as diferencas de composicado protéica entre os
dois tipos de leite. O leite humano praticamente ndo contém caseinas do grupo
alfa (o-caseinas) possuindo apenas [-caseina que parece ser mais

imunoestimulante que as a-caseinas. Por outro lado, o soro de leite humano néo
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contém B-Lg (predominante no leite bovino), predominando no leite humano a a-
La e outros componentes menores, mais imunoestimulantes.

O leite humano é rico em leucécitos e anticorpos que protegem o bebé
contra infeccbes e alergias e possui fatores de crescimento que aceleram a
maturacao intestinal, também prevenindo alergias e intolerancias. Um estudo na
Suécia sobre a agédo da caseina dos leites humanos e de vaca, demonstrou que a
caseina presente no leite humano é um dos componentes que ajuda a proteger as
criangcas contra infecgdes gastrintestinais, impedindo a adesdo de bactérias
patogénicas como a H. pilori as células da mucosa intestinal humana, enquanto o
mesmo nao ocorreu com a caseina do leite de vaca (STROMGVIST et al., 1995).

A resposta imune humoral as proteinas do leite ndo esta relacionada
apenas com a idade de introducdo do complemento de leite, mas também com o
consumo de leite na primeira infancia (AKERBLON; VAARALA, 1997). Virtanen e
col. (1998) observaram em seu estudo que o elevado consumo de leite (de vaca)
na infancia (mais do que trés copos/dia) foi associado com uma maior emergéncia
de auto-anticorpos do que o baixo consumo (menos do que trés copos/dia).

Na figura 15 podem ser observados os resultados dos testes imunolégicos
efetuados com concentragdes variaveis de CSD nas dietas (Protocolo 4, Fig. 7).
Observa-se que nao houve diferenga (p > 0,05) na imunoestimulagdo do CSD, na
faixa de concentracdo 10 a 20% de CSD na dieta. Surpreendentemente, a
imunoestimulacdo foi significativamente superior (p < 0,05 com a menor
concentracao de CSD (7,5%) na dieta, como Unica fonte de proteina. Esta ultima
corresponde a concentracdo de utilizacdo bioldégica da proteina, sendo mais
eficiente do ponto de vista da utilizagdo metabdlica. Ela estd préxima da
concentracao protéica indicada para manutencao, quando o animal ndo ira ganhar
nem perder peso. Dessa maneira, ndo ha necessidade de utilizar uma
concentragao protéica mais alta para se conseguir uma melhor resposta imune.

Do ponto de vista puramente nutricional, Ziegler (2006) demonstrou que
uma mistura com 60% WPI (isolado protéico de soro) + 40% HC (hidrolisado de
colageno) foi melhor que 100% WPI, mostrando também a importancia do

sinergismo nutricional entre as proteinas.
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A figura 16 apresenta a resposta imune humoral observada com
camundongos alimentados com dietas formuladas com 15% de proteina total,
sendo avaliado, neste caso, particularmente o efeito de diferentes concentracoes
de BSA (Protocolo 5, Fig. 8).
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Figura 15 - Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
formuladas com o concentrado protéico de soro doce, produzido no
ITAL (CSD), utilizado em concentracées protéicas diferentes (7,5,
10, 15, 17 e 20%), da dieta.

Essa observacdo é importante tendo-se em conta que elevadas
concentracdes de CSD podem representar um desperdicio de proteina de alto
custo, mas também mascarar efeitos imunomodulatérios e/ou sinergistico que

possam ocorrer quando CSD aparece na dieta em misturas com outras proteinas.
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Observa-se na figura 13 que na concentracdo de 17% o CSD aparentemente
mascarou um esperado efeito complementar ou sinergistico entre 0 CSD mais 1%
de lactoferrina, sendo o CSD, negativamente afetado (p < 0,05) quando em
combinacao com 7% de BSG, IPS ou CC.
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Figura 16 - Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
formuladas com misturas de fontes protéicas contendo 15% de
proteinas, a saber: BSA, albumina sérica bovina; CSD, concentrado
protéico de soro doce, produzido no ITAL; CC, caseina comercial.

Pelos dados da Figura 16 é possivel observar que a imunoestimulacao da
dieta BSA (15), 100% BSA foi significativamente inferior a combinagdo BSA + CSD
(50/50%) e BSA + CSD (66,7/33,3%) indicando, mais uma vez, que a BSA é
compativel e complementar ao CSD, em termos imunolégicos mas inferior ao
CSD, quando utilizada como unica fonte protéica.

Este resultado poderia ser esperado ao se considerar que a BSA é apenas

uma das proteinas consideradas imunoativas no soro de leite, juntamente com a
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Lf, a a-La e possivelmente a IgG, atuando de forma cooperativa (BOUNOUS,
1997).

As proteinas do soro de leite possuem a capacidade de aumentar a
resposta imune, elevar os niveis de glutationa celular e aumentar a longevidade.
Sabe-se que a albumina de soro (BSA) € a mesma para o sangue e para o leite, e
que esta seria uma das maiores responsaveis pelo aumento nos niveis de
glutationa, associada a melhor resposta imune. Acredita-se que esta capacidade
em aumentar a resposta imune e os niveis de glutationa, sugerida para a BSA do
soro sanglineo, depende grandemente dos peptidios de glutamilcistina formados
no processo de digestdo da BSA no estado nativo. E muito importante preservar
estes peptidios para manter a integridade da proteina e a sua funcionalidade. Se
essas ligacdes forem rompidas, as proteinas ficam mais expostas as enzimas
digestivas que poderéo destruir sua especificidade, eliminando suas propriedades
fisiolégicas (BRINK, 1996).

A figura 17 mostra os resultados de ensaio imunolégico com a utilizacao de
concentrados protéicos de soro de diferentes origens e de uma mistura com
colageno hidrolisado, na concentracao final de 10% de proteina nas dietas
(Protocolo 6, Fig. 9).

Os dois tratamentos que utilizaram concentrados protéicos de soro
produzidos em condi¢cdes que preservaram a integridade protéica (Ren e CSD)
produzidos na Franca e no ITAL/Campinas, respectivamente, promoveram efeitos
imunomoduladores similares (média = desvio padrdo). J& o concentrado protéico
de uso comercial (NZ) produzido na Nova Zelandia, utilizado como Unica fonte
protéica exerceu efeito imune inferior (p < 0,05), 0 que denota a importancia da
origem e a diferenca no processo de obtencdo do material tendo em vista que
fracionamento e/ou desnaturacdo de proteinas interfere no poder
imunoestimulatério. A mistura de HC ao NZ nao favoreceu uma melhor resposta e
estes dois tratamentos diferiram estatisticamente entre si (p < 0,05).
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Figura 17 - Resposta imune humoral primaria verificada com camundongos
machos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21 dias com dietas
contendo 10% de proteinas, a seguir: Ren (isolado protéico de soro
doce produzido em Rennes, 10%); CSD (concentrado protéico de
soro doce 10%, produzido no ITAL); NZ (isolado protéico de soro
New Zealand 10%) e NZ+HC (NZ 5% + hidrolisado de colageno
5%).

E provavel que a diferenca fundamental entre o CSD e o isolado protéico
(Ren), que nao diferiram entre si (p > 0,05), para o isolado protéico (NZ) produzido
na Nova Zelandia seja a tecnologia utilizada na obtencéo desses produtos. O CSD
foi produzido por coagulacao enzimatica da caseina, seguida da ultrafiltracao para
concentracdao das proteinas e outros componentes bioativos do soro. Segundo
informacgao do fabricante, o produto NZ foi fabricado com o uso de coluna de troca
ibnica, que nao incluiria as proteinas lactoferrina (Lf) e lactoperoxidase, por
apresentar ponto isoelétrico (pl) préximo de 9,0, bem mais alcalino que as demais

proteinas. Essas duas proteinas omitidas do produto NZ, embora se apresentem
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em concentracdo muito baixa no soro de leite bovino, sdo importantes do ponto de
vista imunologico.

Na figura 18 (protocolo 7, Fig. 10) procurou-se avaliar os efeitos sobre CSD
de dois processos de secagem, liofilizacdo (L) e “spray drying” (S), além de
comparar os resultados do teste de CFP desenvolvido utilizando dietas com 20g
de proteina/100g de dieta. Do ponto de vista nutricional esses concentrados

protéicos foram equivalentes.

100 - b
b
g 8- |
5 T
S 60 .
E
@ d
> w0 I
x I
& 20 -
0
CSD-L CSD-S CC IPS
Tratametos

Figura 18 — Resposta imune humoral primaria observada em camundongos da
linhagem A/Uni alimentados durante 21 dias com dietas contendo
20% de proteina, a saber: CSD-L (concentrado protéico de soro de
leite liofilizado); CSD-S (CSD seco em “spray dryer”); CC (caseina
comercial) e IPS (isolado protéico de soja). Médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). CFP

(células formadoras de placas/baco).

Os melhores resultados (média + desvio padrao) foram obtidos para as
dietas contendo proteinas de soro de leite: CSD-L e CSD-S enquanto que CC e o
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IPS apresentaram resultados inferiores. Nao foram observadas diferencas
estatisticas (p > 0,05) entre os concentrados protéicos secos por liofilizacao (CSD-
L) e por atomizagdo (CSD-S). Isto provavelmente aconteceu porque a
desidratacdo em “spray” nao promoveu desnaturacdo consideravel que pudesse
interferir na imunomodulagéo. Os resultados obtidos estdo de acordo com outros
da literatura, efetuados com as mesmas fontes protéicas e nas mesmas
concentracdes de proteinas nas dietas (BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1989; DIAS,
2004; DIAS et al., 2006).

90 -
80 -

: [
70 -
60 - T
50 -

40

30 -

CFP x 107 (n° cel/baco)

20

10 ~

CSD-L CSD-L3 CSD-L5

Tratamentos

Figura 19 — Resposta imune humoral primaria observada em camundongos da
linhagem A/Uni alimentados durante 21 dias com dietas contendo
20% de proteina, a saber: CSD-L (concentrado protéico de soro doce
liofilizado); CSD-L3 (irradiado com 3kGy) e CSD-L5 (irradiado com
5kGy). Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Os efeitos de duas doses de irradiacao (3 e 5kGy) sobre o perfil de resposta
imune anteriormente observado para o concentrado protéico de soro de leite seco
por liofilizacdo estdo representados na figura 19 (Protocolo 8, Fig. 11). Nesse
ensaio também nao foram observadas diferencas de ganho de peso dos animais
entre os tratamentos (p > 0,05), correspondendo a 12,28 + 2,46g, 13,36 + 2,269 e
11,45 £ 2,739 para CSD-L, CSD-L3 e CSD-L5, respectivamente.

Os melhores valores de resposta imune humoral, medidos por contagem de
células formadoras de placas (média + desvio padrao), foram obtidos dos animais
alimentados com CSD-L e CSD-L3 correspondendo, respectivamente, a 68800 +
15400 e 71270 £ 12860 CFP/baco. O aumento da dose de irradiacédo de 3kGy
para 5kGy promoveu reducdo do efeito imunomodulador (50265 + 8160

CFP/baco), estatisticamente diferente daqueles anteriormente citados (p < 0,05).

2.5 Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a existéncia de efeito
imunomodulador de dietas contendo concentrado protéico de soro de leite bovino,
ja reportado em outros trabalhos da literatura. As proteinas de soro foram mais
eficientes em modular a resposta imune, quando comparadas a caseina e ao
isolado protéico de soja e os concentrados de albumina e de globulinas de soro de
sangue bovino. Concentrados protéicos de soro de leite bovino, de diferentes
origens e processos de fabricacao, diferiram quanto ao poder imunoestimulante
apds imunizacdo com hemaceas de carneiro (SRBC). O teste com irradiacao foi
executado pelo fato do processamento do CSD (ITAL) ter ocorrido em planta piloto
por processo manual, um tanto artesanal, em ambiente aberto, 0 que resultou em
alguns lotes de proteinas desidratadas (CSD) apresentavam contagem
microbiolégica um pouco acima do recomendado para produtos lacteos, em pé.
Houve interesse de demonstrar que, pelo processo de irradiacdo gama, poder-se-
ia, baixar a contagem microbiolégica sem afetar o produto do ponto de vista
nutritivo e imunoestimulante. A utilizacdo do CSD em concentracdo de 7,5% de
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proteinas na dieta foi eficiente no efeito imunomodulador, utilizado como Unica
fonte protéica ou misturado a BSA (50:50) em um total de 15g/100g de dieta. A
mistura da BSA com CSD (5:10) também exerceu efeito imune importante.

A utilizacao de irradiacao da dieta na dose de 3kGy nao afetou o efeito
imunomodulador observado para as proteinas de soro além de apresentar efeito
antimicrobiano equivalente a pasteurizacdo do leite liquido pelo processo
convencional. Pesquisas realizadas, nao relatadas neste trabalho, confirmaram
dados da literatura de que a desnaturacao protéica reduz, significativamente, o

efeito imunoestimulador.
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CAPITULO 3

DIGESTAO, ABSORCAO E ESTIMULO A SINTESE TECIDUAL DE
GLUTATIONA DE UM CONCENTRADO DE PROTEINAS DE SORO DE LEITEE
DA CASEINA, NA FORMA iINTEGRA E HIDROLISADA

RESUMO

Os experimentos realizados neste capitulo tiveram como principais objetivos: 1.
Comparar o poder de estimulo a sintese hepatica de glutationa (GSH) de uma
caseina comercial integra (ndo hidrolisada) e dois hidrolisados caséicos
produzidos a partir de material protéico e processos diferentes. 2. Efetuar a
avaliagdo nutricional da caseina integra e de seus hidrolisados. Um hidrolisado
(Hidrol, 30% GH) produzido em laboratério pela acdo da protease flavourzyme
(Novo Nordisk) e outro hidrolisado (Hyprol, 20% GH) importado da Holanda, cuja
enzima e processo de hidrélise empregados nao foram revelados pelo fabricante.
Os materiais protéicos foram utilizados para preparacao de dietas indicadas para
ratos em crescimento (AIN-93G), cujo componente protéico foi modificado para
12% (129/100g de dieta) das seguintes fontes: a) dieta CSD = concentrado de
soro doce produzido em planta piloto (ITAL); Hidrol = hidrolisado de caseina
comercial (CC) produzido no ITAL, Campinas; Hyprol = hidrolisado de caseina
comercial importado da Holanda; CC = caseina comercial (M Cassab, SP). Os
resultados confirmaram a superioridade das proteinas do CSD, quanto ao estimulo
a sintese hepatica de glutationa (GSH). O Hidrol foi o hidrolisado com menor
poder de sintese de GSH no 25° dia de experimento. O hidrolisado Hyprol e a CC
mostraram a mesma capacidade de estimular a sintese hepatica de GSH. Quanto
aos indices nutricionais, ndo se observaram diferencas entre os tratamentos CSD,
CC, Hyprol e Hidrol, para o desenvolvimento corpéreo (crescimento), aspectos
gerais dos animais e quociente de eficiéncia protéica (PER). Concluiu-se pela
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superioridade funcional do CSD (sintese de GSH) e igualdade dos concentrados

protéicos utilizados quanto ao valor nutritivo.
3.1 INTRODUCAO

Nas décadas de 1980/90, Gustavo Bounous e colaboradores (BOUNOUS et
al., 1983; 1985; 1989; 1991) publicaram uma série de artigos enfatizando a
capacidade das proteinas do soro de leite bovino estimular as células de bago, em
varias linhagens de camundongo, a produzirem imunoglobulina do grupo M (IgM),
quando estimulados por injecao intravenosa de hemaceas de carneiro. O poder
imunoestimulatério das proteinas do soro de leite (WPC) mostrou-se varias vezes
superior que o da caseina, da soja, das proteinas do trigo e das proteinas da dieta
comercial produzida pela Purina. Além da maior producdo de IgM no bago, as
proteinas do soro foram também superiores as demais proteinas nas respostas a
presenca de mitdbgenos, como a fitohemaglutinina (PHA) ou concanavalina A (Con
A).

Essa preparacdo de proteinas de soro de leite, na forma concentrada, foi
mais tarde (BOUNOUS, 1997) patenteada com a denominagdo de
IMMUNOCAL™.  Outros pesquisadores, em outros paises pesquisaram
intensamente, além da propriedade imunoestimulante outras propriedades
bioldgicas de grande interesse para a saude, tais como: antitumoral (BOUNOUS et
al., 1988; McINTOSH et al., 1995; DIAS et al., 2006); antiviral (MORENO et al.,
2005; WATANABE et al., 2000; MIKE et al., 2002); antiulcerogénica (ROSANELI et
al., 2002, 2004; MEZZAROBA et al., 2006).

Os dados da literatura mostram que as propriedades imunomoduladoras e
outras propriedades funcionais fisiolégicas das proteinas do soro de leite bovino
(WPC, WPI) se manifestam em sua maxima potencialidade, enquanto as
caracteristicas estruturais das proteinas termolabeis do soro forem mantidas. A
desnaturacdo térmica e outros processamentos drasticos prejudicam
sensivelmente suas propriedades que, segundo o grupo canadense (BOUNOUS,

1997), dependem da preservagao das ligacdes dissulfeto (Cys-Cys) intactas e da
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sequéncia acido glutdmico-cistina Glu-(Cys),, que ocorrem nas estruturas
primarias de algumas das proteinas do soro.

As propriedades funcionais fisiolégicas das proteinas do soro de leite
dependeriam basicamente da liberacdo, na hidrélise enzimatica, de peptidios
contendo a sequéncia Glu-(Cys). que, no processo de absorcdo e metabolismo,
formariam glutamil-cisteina, substrato da enzima glutationa sintetase, a glutamil-
cisteinil-glicina (BOUNOUS; GOLD, 1991).

O fato das proteinas do soro de leite estimularem a sintese intracelular de
glutationa (GSH) e de que a inibicdo da sintese de GSH pelo composto
sulfoximina de butationina (BSO) inibe também a producédo de imunoglobulina por
essas proteinas, permitiu a conclusdo de que a GSH deva estar associada a
imunomodulacao, e suportar a hipotese de que o estimulo a sintese da GSH
depende da riqueza em grupos S-S das proteinas do soro e, possivelmente, da
formacao de peptidios Glu-Cys, nos processos de digestdao, absorcado e
metabolismo.

Embora o aminoacido cisteina seja um fator limitante para a sintese da
GSH, a cisteina livre fornecida na dieta ndo representa substrato ideal para a
sintese enzimatica da GSH por ser téxica e oxidar-se espontaneamente
(MEISTER, 1994).

Com base nos argumentos aqui expostos as pesquisas visando buscar
peptidios biologicamente ativos, nos hidrolisados enziméaticos, foram recentemente
intensificadas.

As caracteristicas de composicao, propriedades fisico-quimicas e funcionais
(tanto as de interesse tecnolégico como bioquimico e fisioldgico) e também as
propriedades sensoriais de hidrolisados protéicos enzimaticos estardo na
dependéncia de varios fatores, sendo os mais importantes: natureza quimica e
estrutural da proteina, natureza e intensidade dos processos a que tenha sido
submetida, condigcbes da hidrélise e especificidade da enzima proteolitica e
finalmente o grau de hidrélise.

Os critérios mais importantes a serem considerados na producao de

hidrolisados protéicos incluem valor nutricional, custo, sabor, antigenicidade e
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funcionalidade. As proteinas mais utilizadas para este propésito sdo as caseinas,
as proteinas do soro de leite e as de soja. Entre as enzimas (proteases) tém sido
usadas as do sistema digestivo (pancreatina, pepsina, o-quimotripsina), algumas
de origem vegetal como papaina e varias enzimas de origem microbiana (LAHL;
BRAUN, 1994). Preparacbes enzimaticas de origem microbiana, comumente
misturas de varias enzimas também sdo empregadas (CASTRO et al., 1996;
ANDERSON et al., 2008).

Hidrolisados protéicos enzimaticos constituem fontes protéicas adequadas
para a nutricdo humana devido a sua alta absorcédo, mais efetiva que a proteina
intacta ou aminodcidos livres (SIEMENSMA; WEIJER; BAK, 1993). Por isso sdo
muito utilizados em formulacées especificas com o objetivo de melhorar
caracteristicas nutricionais e funcionais (MAHMOUD, 1994), incluindo férmulas
infantis hipoalergénicas, preparagdes imunoestimulantes, produtos geriatricos,
dietas terapéuticas e bebidas esportivas (FROKJAER; 1994).

Para o tratamento clinico de pacientes que apresentam complicacdes
gastrointestinais, desnutricdo decorrente de processos tumorais, queimaduras ou
outros traumas, diarréia aguda ou crbnica, alergias alimentares ou desordens no
metabolismo de aminoacidos, como na fenilcetonuria, sdo utilizadas férmulas
sintéticas constituidas de misturas de aminodacidos livres ou hidrolisados protéicos
contendo peptidios de baixo peso molecular, de preferéncia di- e tripeptidios
(MEREDITH; DITESHEIM; ZALOGA, 1990; FROKJAER, 1994; SCHMIDL;
TAYLOR; NORDLEE, 1994; CLEMENTE, 2000).

Uma diferenca importante entre as proteinas refere-se a estrutura primaria
ou sequéncia de aminoacidos. Nas proteinas de soro, aminoacidos hidrofilicos e
hidrofébicos estao distribuidos aleatoriamente ao longo da cadeia peptidica,
enquanto que as caseinas apresentam dominios distintos, hidrofébicos e
hidrofilicos (SWAISGOOD, 1982).

A hidrélise de proteinas com diferentes distribuicbes de cargas e
predominancia de grupos hidrofébicos resulta em peptidios que diferem na
distribuicdo de grupos laterais hidrofilicos/hidrofébicos. Em um estudo com
hidrolisados de [B-lactoglobulina e caseina, verificou-se que todos os peptidios
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obtidos da hidrélise da p-lactoglobulina apresentavam distribuicdo similar de
cargas e grupos hidrofébicos. Ao contrario, os peptidios obtidos a partir da
hidrélise da caseina apresentavam diferencas na distribuicdo de cargas e
aminoacidos hidrofdbicos ao longo do peptidio (CAESSENS et al., 1999).

Peptidios com diferentes bioatividades foram isolados e caracterizados a
partir de proteinas do leite bovino dentre os quais: opidides, antihipertensivos,
antitrombéticos, imunomoduladores (KORHONEN et al., 1998; XU, 1998; CLARE;
SWAISGOOQOD, 2000; PIHLANTO-LEPPALA, 2001; OTANI; MONAI, 1993; OTANI;
HATA, 1995; OTANI; ODASHIMA, 1997; WONG et al., 1997). A B-caseina e a k-
caseina, em particular e o componente glicomacropeptidio da k-caseina, exercem
uma variedade de efeitos estimulatorios e supressores nas funcdes das células
mononucleares (OTANI; HORIMOTO; MONAI, 1996).

Varios trabalhos afirmam que as propriedades das proteinas do soro de
leite, benéficas a saude, estdo na dependéncia de algumas de suas proteinas
promoverem um estimulo a sintese intracelular de glutationa, o que ocorre em
todos os tecidos principalmente no figado, envolvendo duas enzimas (glutamil
cisteinil sintetase), tendo como substrato acido glutamico e cisteina. Nesta reacao
a cisteina é o substrato limitante. A segunda parte da sintese envolve a enzima
glutationa sintetase, que catalisa a adigdo do aminoacido glicina ao dipeptidio
glutamil-cisteina, formando o tripeptidio glutationa — GSH (glutamil-cisteinil-
glicina).

Ha evidéncias de que o balanco de aminoacidos da dieta exerce um efeito
importante no valor nutritivo da proteina e, portanto, na homeostase da glutationa
celular (LYONS et al, 2000). Em particular, o provimento adequado de
aminoacidos sulfurados bem como de glutamato (glutamina ou aminoacidos de
cadeias ramificadas) e glicina (ou serina) constitui fator critico para a maximizacao
da sintese celular de glutationa.

A glutationa desempenha papel vital no metabolismo celular através das
seguintes funcdes (WU et al., 2004): 1) como neutralizadora de radicais livres e
outras espécies reativas de oxigénio (radicais hidroxil, peroxil, peroxinitrito e H»O5)
diretamente e indiretamente através de reacdes enzimaticas; 2) reage com varias
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substancias eletrofilicas e metabdlitos fisioldgicos (estrdgenos, melaninas,
prostaglandinas e leucotrienos) e xenobibticos (bromobenzeno e acetaminofen)
formando mercapturatos, reacoes iniciadas pela glutationa-S-transferase (familia
de enzimas desintoxicantes que atuam na Fase |l da carcinogénese; 3) a GSH
pode conjugar-se com NO para formar aducto S-nitroso-glutationa, que é
posteriormente clivado pelo sistema tioredoxina liberando GSH e NO; tanto GSH
como NO sdo substancias necessarias para a fungdo hepatica de ativacdo de
agentes sensitizadores da insulina; 4) a GSH serve de substrato para a enzima
formaldeido desidrogenase, convertendo formaldeido e GSH em S-formil-GSH. A
remocao de formaldeido (agente carcindbgeno) é de importancia fisioldgica, por ser
formado a partir do metabolismo da metionina, colina, metanol, sarcosina e
xenobibticos, via citocromo P450; 5) a GSH é necessaria para a conversao de
prostaglandina H, (metabdlito do acido araquidénico) em prostaglandina D, e E»
(anti-inflamatérias), pela endoperdxido isomerase; 6) glutationilacdo de proteinas
(tioredoxina), enzima de conjugacao de ubiquitina e oxidase de citrocromo C,
reacdes importantes na fisiologia celular.

Concentracdes adequadas de GSH sao necessarias para a proliferacéo de
células, incluindo linfocitos e células do epitélio intestinal. A GSH desempenha
papel importante na espermatogénese e na maturacao do espermatozéide. Além
disso, é essencial para ativacao de linfocitos T e leucécitos polimorfonucleares,
bem como, na producdo de citocinas. Portanto, a glutationa é essencial para o
sucesso da reposta imune, quando o hospedeiro é desafiado imunologicamente.

Neste capitulo procurou-se estudar, comparativamente, aspectos
nutricionais entre a caseina e seus hidrolisados e o impacto dessas fontes
protéicas na sintese hepatica de glutationa, comparativamente a um concentrado
de proteinas de soro de leite, ndo desnaturado (CSD). Estudou-se ainda o efeito

da hidrélise enzimatica da caseina sobre seu valor nutritivo.
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3.2 Objetivos

- Avaliar o efeito de proteinas da dieta e de seus hidrolisados no crescimento de
ratos da linhagem Wistar.

- Avaliar os efeitos de proteinas da dieta em diversos indices de qualidade

protéica.

- Verificar o efeito de proteinas da dieta, integras ou hidrolisadas, nos niveis de

proteinas séricas.

- Determinar os efeitos das dietas contendo as proteinas integras ou hidrolisadas
nas concentracdes de glutationa hepatica.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1. Obtencao das matérias-prima

O concentrado protéico de soro doce foi produzido em planta piloto do
Tecnolat, Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas, SP, conforme
metodologia apresentada no capitulo 2 (BORGS et al., 2001). A caseina comercial
foi obtida da MCassab, Sao Paulo, SP. Foram utilizados dois hidrolisados de
caseina, um deles (Hyprol 8052), 20% GH, obtido da Kerry Bio-Science
(Netherlands) e o outro, 30% GH, foi produzido no laboratério de Bioquimica do
Centro de Quimica do ITAL, Campinas.

3.3.2 Hidrdlise enzimatica e determinacao do grau de hidrélise (GH%)

Para efetuar a hidrélise enzimatica da caseina comercial, utilizou-se a
enzima Flavourzyme (Novo Nordisk), que € uma preparagdo composta de varias

endoproteases e exopeptidases (amino e carboxi terminal), que hidrolisa proteinas
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extensivamente, em condi¢cées de pH de aproximadamente 7,0 a 40°C. O pH foi
monitorado durante toda a hidrélise e quando necessario, era adicionada soda
(solucao de hidroxido de sodio) para que o pH se mantivesse préximo de 7,0. Em
cada hidrélise partiu-se de 7g de proteina dissolvidas em 200mL de agua
destilada, onde foram adicionados 2mL de enzima nas condi¢cdes ja descritas
acima, permanecendo sob agitacdo constante por aproximadamente 60 a 70
minutos para obtencdo de grau de hidrélise em torno de 30%, verificado pela
reacdo do TNBS (ADLER-NISSEN, 1979). Esse método consiste na medida
espectrofotométrica do cromoéforo formado pela reacdo entre o acido trinitro-
benzenosulfénico (TNBS) e aminas primarias sob condicbes alcalinas. Apés 1
hora de incubacao a reacéo foi interrompida por abaixamento do pH. A amostra foi
dispersa em dodecil sulfato de sédio (SDS) e a reacao ocorreu em presenca de
tampao fosfato 0,2125M e pH 8,2 = 0,02. Como padrdo utilizou-se L-leucina. A
leitura foi efetuada a 340nm.

3.3.3 Caracterizacao dos hidrolisados

¢ Composicao centesimal

- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo método
descrito na AOAC (1990).

- Umidade e soélidos totais: foram determinados de acordo com o0s
procedimentos descritos na AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporacdo da

agua presente no alimento até peso constante e pesagem do residuo sélido.
- Residuo mineral (cinza): determinado de acordo com os procedimentos

descritos na AOAC (1990). Baseia-se na determinacdo do residuo inorgéanico

resultante da calcinacao de toda matéria organica da amostra.
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- Lipidios Totais: determinados pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959),
levando-se em conta as proporcdes recomendadas entre os solventes cloroférmio,
metanol e agua destilada, 1:2:0,8 para a primeira diluicdo e 2:2:1,8 para a
segunda diluicdo. Apds a eliminacdo do solvente os lipidios extraidos foram

determinados gravimetricamente.

- Lactose: a determinacdo de lactose foi feita de acordo com metodologia de
Acton (1977).

¢ Determinacao de aminoacidos

A composicao em aminodcidos, com excec¢ao do triptofano, foi determinada
por hidrolise acida, seguindo o método de Spackman, Stein e Moore (1958), com
algumas modificacoes. Pesou-se uma aliquota de 25mg de proteina da amostra e
hidrolisou-se com 10mL de HCI 6N em tubos de hidrélise, selado sob vacuo, e
mantido a temperatura de 110°C por 22 horas. Ap6s incubacgéo, o acido cloridrico
foi evaporado e a amostra foi recuperada em tampao citrato de sodio pH 2,2
(Diluente marca Pickering, USA). Uma aliquota de 25uL foi injetada em analisador
Dionex DX-300 para separagcado de aminoacidos em coluna de troca catiénica e
reacao colorimétrica poés-coluna com ninidrina (marca Pickering), usando-se como
referéncia, para identificacdo e calculo, uma solugdo padrdo de aminoacidos
(marca Pierce, USA). O triptofano, que é destruido durante a hidrélise acida, foi
quantificado apo6s hidrélise enzimatica com pronase (100mg/10mL de tampao
fosfato de sodio 0,1M pH 7,5) a 40°C por 24 horas, seguido de reacao
colorimétrica com solucao de 4-dimetilamino benzaldeido (DAB) em acido sulfarico
21,2N e leitura de absorbancia a 590nm. O teor de triptofano foi calculado a partir
de uma curva padrao (SPIES, 1967).
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3.3.4 Ensaio biologico com ratos

Efetuado para verificar a influéncia da composicdo de aminoacidos e
estrutura da proteina integra ou hidrolisada no valor nutritivo € no estimulo a
sintese de glutationa hepéatica e proteinas séricas. O protocolo experimental esta

descrito na figura 1.

[[ Protocolo experimental ]]

52
Ratos Wistar

13 animais por tratamento

CSb CC Hidrol Hyprol

l 14 dias

Morte de 5 animais por tratamento
(retirada de sangue e figado)

l 14 dias

Morte do restante dos animais
(retirada de sangue e figado)

Figura 1 - Protocolo experimental do ensaio biolégico efetuado com ratos machos
recém-desmamados da linhagem Wistar, alimentados durante 28 dias
com dietas contendo 12% de proteinas, a saber: CSD (concentrado
protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada - 30% GH) e Hyprol (caseina hidrolisada comercial com 20%

GH).
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e Animais

Utilizaram-se 52 ratos Wistar machos recém-desmamados, obtidos do
Centro Multidisciplinar de Investigacdes Bioldgicas - CEMIB, Unicamp. Apoés trés
dias em adaptacao recebendo racdo comercial, os ratos foram distribuidos em
quatro grupos experimentais, de maneira que nédo houvesse grandes diferencas
nas médias de peso entre os grupos, sendo aleatoriamente designados aos
tratamentos. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, ficando nas dietas
experimentais durante 28 dias. Dietas e agua foram fornecidas “ad libitum”.

Apo6s 14 dias em dieta, foram mortos cinco animais de cada tratamento,
dos quais foram coletados o0 sangue e o figado para andlises. A ingestdo de dieta
e o0 ganho de peso foram avaliados. Os animais foram pesados semanalmente e
as dietas trés vezes por semana. Ao final do experimento o restante dos animais
foram mortos. Os materiais coletados (sangue e figados) nos dois tempos (14 e 28
dias) foram utilizados para dosagem de glutationa hepatica e proteinas séricas
(total, albumina, globulina). Também foi efetuada a avaliacdo nutricional das dietas
por meio do calculo do quociente de eficiéncia protéica (PER), que avalia o ganho
de peso em gramas por unidade de proteina ingerida também em gramas, de um
grupo de animais submetidos a dieta contendo a proteina em estudo (SGARBIERI,
1996).

+ Composicao das dietas experimentais

As dietas foram formuladas de acordo com a AIN-93G (REEVES;
NIELSEN; FAHEY JR, 1993) modificada, contendo 12% de proteinas, alterando-se
a quantidade, o tipo e formas de proteina da dieta (integra ou hidrolisada), sendo
isoprotéicas e isocaléricas. Foram utilizadas quatro dietas experimentais,
correspondendo aos seguintes tratamentos: CSD - concentrado protéico de soro
doce de leite bovino; CC — caseina comercial; Hidrol — caseina hidrolisada em
laboratério (30% GH) e Hyprol — caseina hidrolisada comercial (20% GH).
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Dosagem de glutationa hepatica — utilizou-se o método colorimétrico
(SAVILLE, 1958) modificado, para quantificar a GSH livre presente nos figados
dos ratos. Os Orgaos foram coletados imediatamente apdés a morte dos
animais, sendo congelados e homogeneizado em nitrogénio liquido, ficando
armazenados em nitrogénio até o momento da andlise. Para a analise
tomaram-se aliquotas de amostra de 0,1 a 0,2g. Adicionaram-se 5mL de ASS
(acido sulfosalicilico) precipitando assim as proteinas, e imediatamente a
amostra foi centrifugada a 3000rpm por 10 minutos. Utilizaram-se 200uL do
sobrenadante, e para a reacao colorimétrica foram utilizados varios reagentes
(A, B, C, D) que transformam os grupos sulfidrilo (SH) em &cido nitroso,
catalisado por Hg** em quantidade equimolar. Finalmente, o &cido nitroso
reage com um reagente contendo sulfonilamida e outro contendo N-1-
naftiletilenodiamina para formar o azo-cromoforo brilhante que é lido a 540nm,

e quantificado com auxilio de uma curva-padrao de GSH.

3.3.5 Analises estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistic: Basic

Statistics and Tables”. Os resultados experimentais foram submetidos a anélise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 5% (GOMES, 1982).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Composicao centesimal dos materiais protéicos

A composicao dos materiais utilizados como fonte de proteinas nas dietas e

sua composicdo em aminoacidos encontram-se nas tabelas 1, 2 e 3.
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Tabela 1 — Composicdo centesimal aproximada (meédia + desvio padrdo) de
concentrados e hidrolisados protéicos.

Componente Fontes protéicas

(base seca) CC CSD Hidrol Hyprol
Proteinas* 82,8+270° 85,60 +4,55® 7853 +0,55° 88,610,562
Lipidios totais 1,9+0,25° 6,15+0,17% 1,20 +0,05° 0,8 +0,04¢
Cinza 3,5+0,75° 225+0,50° 454+125%  572+135%

Carboidratos** 11,7+1,962 5,01+ 0,85° 8,26 +1,24° 1,75+ 0,26 °

*N x fator de conversao 6,38. Determinacbes feitas em triplicata. CSD
(concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada - 30% GH); e Hyprol (caseina hidrolisada comercial 20% GH).
**Determinado como lactose. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O CSD e o Hyprol apresentaram o mais alto teor de proteina, o Hidrol o
mais baixo e a CC um valor intermediario. O teor mais elevado de lipidios totais foi
o do CSD e o0 mais baixo do Hyprol.

Os teores de cinza foram mais elevados nos dois hidrolisados em virtude da
necessidade da adicdo de élcali durante a hidrdlise para o controle do pH (pH ~
7,0). Carboidratos apresentaram-se mais elevados na CC e mais reduzidos no
hidrolisado Hyprol.

As tabelas 2 e 3 referem-se a composi¢cdo de aminodcidos (gAA/100g
proteina) para a caseina comercial (CC), para um hidrolisado comercial de
caseina com 20% GH (Hyprol), um hidrolisado de caseina produzida em
laboratério, com 30% GH pela enzima Flavourzyme (Hidrol) e do concentrado de
soro doce de leite bovino (CSD).

Comparando o perfil aminoacidico da CC e do CSD (Tabela 2), torna-se
aparente as seguintes diferencas: a cisteina apresentou-se elevada no CSD
(2,39/100g p) versus (0,29/100g p) para a caseina, a somatéria Cys + met atinge
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4,6 para o CSD contra 3,3 para a caseina; os aminoacidos de cadeias aromaticas
(Phe, Tyr), mostraram concentracbes mais elevadas na CC que no CSD,
respectivamente 5,3 e 5,7 na CC versus 3,2 e 2,9 no CSD, a somatéria (Phe, Tyr)
€ de 11,1g/100g para CC contra 6,1g no CSD; a histidina apresentou-se mais
elevada no CSD (5,1g/100gq) versus 2,9g na CC, a somatdria (Glu + GIn), expressa
como acido glutdmico na analise, mostrou-se mais elevada (23,39/100g) na CC
contra (16,6g9/100g) no CSD.

Comparando a CC (integra) com os seus hidrolisados enzimaticos nota-se
uma pequena perda na maioria dos aminoacidos, perda que foi maior no Hidrol
comparado com o Hyprol.

A perda relativa dos aminoacidos entre a CC e seus hidrolisados pode ser
notada pela somatéria de todos os aminoacidos (120,3g) para a CC versus (109,3
e 95,49) respectivamente para o Hyprol e Hidrol.

O escore ideal de aminoacidos essenciais (EAE), igual ou superior a 1,0 foi
atingido em todos os concentrados estudados.

Avancos recentes nas pesquisas biomédicas tém revelado interrelagdes
complexas entre nutricdo e doenca. Essas pesquisas tém sugerido que proteinas
alimenticias, peptidios de origem alimentar e aminodcidos, poderdo ser
importantes no tratamento de um certo numero de condi¢cdes e/ou estados
patoldgicos resultantes de doencas ou traumas.

Pesquisas realizadas por Brennan e colaboradores (1986) determinaram
gue niveis elevados dos aminodcidos de cadeias ramificadas (ACR) como leucina,
isoleucina e valina podem ajudar na cicatrizagcdo de traumas multiplos e em
pacientes com queimaduras (ALEXANDER; GOTTSCHLISH, 1990). Os
mecanismos fisiolégicos desses efeitos benéficos nao foram totalmente
explicados. Durante o estado metabdlico anormal, imposto por situacdes de
estresse ou trauma, as vias normais de utilizacdo de acidos graxos e glicose
ficaram prejudicadas. Sob essas condicdes o catabolismo dos ACR é aumentado
para compensar as necessidades de acidos graxos e glicose, particularmente no

tecido muscular, ajudando a conservar os processos metabdlicos normais.
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Tabela 2 - Perfil de aminoacidos essenciais (g/100g de proteina) em base seca, e

escore de aminoacidos essenciais (EAE) de concentrado protéico de

soro de leite bovino, caseina comercial e hidrolisados, comparados
com a referéncia da FAO/WHO".

Aminoécidos CC Hyprol Hidrol CSD

(g/100g prot)
Thr 43 3,8 3,5 6,4
Met 3,1 2,6 1,1 2,3
Cys 0,2 0,2 1,5 2,3
Met+Cys 3,3 2,8 2,6 4,6
Val 6,2 6,0 4.8 5,0
Leu 9,8 8,7 7,5 9,8
lle 4,6 4,6 3,9 5,3
Phe 5,3 4,7 4.1 3,2
Tyr 5,7 5,0 4.4 2,9
Phe+ Tyr 11,1 9,7 8,5 6,1**
Lys 7,4 7,3 6,2 9,3
His 2,9 2,5 1,9 5,1
Trp 1,2 1,1 1,0 1,1
Asp + Asn 7,8 6,2 6,1 9,6
Ser 6,5 5,3 4.8 5,1
Glu + Gin 23,3 20,7 19,1 16,6
Pro 8,9 10,2 8,6 5,5
Gly 1,9 1,6 1,5 1,7
Ala 3,1 2,8 2,4 4,4
Arg 3,7 3,5 2,9 1,5
EAE *** 1,0 1,0 1,0 1,0
2z AA F* 120,3 109,3 96,4 107,8

*FAO/WHO (1990): Thr = 3,4; Met + Cys = 2,5; Val = 3,5; Leu = 6,6; lle = 2,8; Phe + Tyr =
6,3; Lys = 5,8; His = 1,9; Trp = 1,1. Resultados médios de determinagdes feitas em
duplicata. **Aminoacido mais limitante em relacdo ao padrao FAO/WHO (1990). CSD
(concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hyprol (caseina hidrolisada
comercial 20% GH) e Hidrol (caseina hidrolisada no laboratério, ITAL, 30% GH). ***EAE

(escore de aminoacidos essenciais); ****Z AA (somat6ria dos aminoéacidos).
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A glutamina tem importancia na manutengdo da integridade dos tecidos
gastrointestinais, tanto na saude como na doenca. Ela é o principal combustivel
dos enterdcitos, macréfagos e linfécitos e dos fibroblastos e é considerado um
aminoacido essencial em algumas condicdes inflamatérias e ferimentos (SOLTAN,
2009). Estudos em animais (ROMBEAU, 1990) demonstraram que a
suplementacdo da dieta com glutamina promove efeito troéfico no trato
gastrointestinal (TGl) garantindo sua integridade. Dietas com baixo teor de
glutamina podem causar alteragbes degenerativas na mucosa intestinal e
consequentemente prejuizo para a absor¢cdo de nutrientes. A glutamina tem
demonstrado prevenir a hiperpermeabilidade intestinal e a translocacao bacteriana
em camundongos (SOLTAN, 2009).

A glutamina é o aminoacido mais abundante no plasma, na forma livre,
participa de uma variedade de reacdes metabdlicas entre elas a de servir de
combustivel para linfécitos e outras células de multiplicacdo rapida, como as da
mucosa gastrointestinal. Da mesma forma que a arginina, a glutamina é
classificada como aminoacido ndo essencial, mas, evidéncias experimentais
mostraram que esses aminoacidos podem ser considerados condicionalmente
essenciais, ou seja, sua sintese enddgena torna-se quantitativamente inadequada
para suprir as necessidades do organismo, submetido a certas condi¢des clinicas
(LACEY; WILMORE, 1990). Estudos de Newsholme e Parry Billings (1990)
sugeriram que a velocidade de utilizagdo de glutamina por macrofagos e linfocitos
e, possivelmente por todas as células do sistema imune seja similar ou superior
que a da glicose, mesmo em células em repouso (quiescentes).

O elevado consumo de glutamina pode prover condigcbes 6timas para a
regulacao do uso dos intermediarios da sintese de nucleotidios da purina e da
pirimidina, durante o ciclo celular. Um decréscimo significativo na disponibilidade
de glutamina pode resultar em reducdo na proliferacdo de linfécitos ou em sua
habilidade de responder prontamente aos desafios imunolégicos.

A glutamina tem sido identificada como um nutriente critico para a
manutencgado do sistema imune intestinal (tecido linfatico associado ao intestino) e

na sintese da imunoglobulina A secretéria (IgAs), bem como na prevencao da
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translocacdo de bactérias do intestino para a circulacdo, nos estresses de
gueimaduras, cirurgias e outros traumas (ALVERDY, 1990; SOLTAN, 2009).

Alguns aminoéacidos como aspartico, glutamico, fenilalanina, tirosina e
triptofano influenciam, direta ou indiretamente, o funcionamento do sistema
nervoso central (SNC). Fenilalanina, tirosina e triptofano sédo transportados do
sangue para o0 cérebro, onde sao convertidos pelo tecido neural, nos
neurotransmissores 5-hidroxitriptamina e serotonina (derivadas do triptofano),
dopamina, norepinefrina e epinefrina (derivadas da fenilalanina e tirosina). Esses
neurotransmissores modulam diversos processos fisiologicos e psicolégicos,
incluindo o estado mental e o humor. Embora a dieta efetivamente altere as
concentragdes de triptofano, fenilalanina e tirosina no cérebro, nenhum estudo
cientifico, cuidadosamente controlado, foi encontrado que demonstre a influéncia
da dieta nos niveis e fungdes dos neurotransmissores no cérebro de individuos
saudaveis (FERNSTROM, 1991). Para produzir um efeito terapéutico esses
aminoacidos deverao ser ingeridos em doses bem superiores as recomendacoes
dietéticas e, normalmente contidas em dietas nutricionalmente balanceadas, do
ponto de vista protéico.

Os acidos aspartico e glutdmico estdao normalmente presentes em elevadas
concentragdes no SNC onde atuam como neurotransmissores excitatorios,
promovendo a despolarizagdo das membranas neurais. Uma dieta balanceada
mantém niveis adequados desses neurotransmissores pelo fato da maioria das
proteinas alimenticias apresentarem niveis elevados desses aminoacidos (LIMA,
2007).

Existe a preocupacdo quanto a ingestdo de quantidades elevadas de
alimentos processados contendo excesso de glutamato monossédico como
flavorizante.

Infelizmente, na grande maioria das analises de aminoacidos, ndo se
destinguem o aspartato da asparagina e o glutamato da glutamina, uma vez que a
hidrélise acida empregada na andlise promove a desaminacdo das amidas
glutamina e asparagina, portanto, torna-se impossivel saber os teores dessas

amidas, originalmente presentes nas amostras.
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A observacgdo da Tabela 3 mostra teores mais elevados dos aminodécidos
de cadeias ramificadas (ACR) para a CC e para o CSD, sugerindo que os
processos de hidrélise enzimatica e/ou andlise dos aminoacidos provocaram
perdas desses aminoacidos. Por outro lado, as somas dos aminoacidos de
cadeias aromaticas (AAr) se apresentaram mais elevadas na caseina e seus
hidrolisados do que no CSD. Essa caracteristica tem sido interpretada pelos
pesquisadores como uma vantagem das proteinas do soro de leite na formulagéao
de dieta para fenilcetonudricos, ja que esses individuos ndao metabolizam a
fenilalanina e seu acumulo poderd causar distarbios ao SNC. Bounous e col.
(1983) verificaram que a adicdo de Phe em uma dieta de proteinas de soro de leite
bovino (20g p/100g dieta) para atingir o nivel de Phe da caseina, diminuiu o poder
imunoestimulatério (CFP) no bagco em 30%. Portanto, o baixo nivel de AAr,
inclusive de Phe, poderd ser mais um fator de diferenciacdo do poder
imunoestimulante do CSD em relacdo a caseina.

As somas do glutamato mais glutamina (expresso na analise como &cido
glutdmico) mostraram-se mais elevadas para a CC e seus hidrolisados
comparadas com o CSD, sem a possibilidade de distincdo entre os teores de
acido glutamico e de glutamina.

A Tabela 3 mostra também as diferencas entre as somas dos aminoacidos
de cadeias sulfuradas (Cys + Met) para a CC e seus hidrolisados, comparadas
com a do CSD, bem mais elevada para o concentrado de soro doce.

Se comparados os dados da Tabela 2, pode-se verificar que a diferenca
entre a soma dos sulfurados pode ser atribuida particularmente a cisteina (Cys),
bem mais elevada no CSD.

O teor de 1,59 Cys/100g proteina no Hidrol, ndo estd coerente com
0,29/100g proteina determinada na caseina comercial (CC) e no hidrolisado
comercial da caseina Hyprol.
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Tabela 3 — Aminoacidos essenciais e condicionalmente essenciais com

propriedades funcionais fisiolégicas.

Aminoéacidos CC Hyprol Hidrol CSD
(9/100g proteina)

Cys + Met 3,3 2,8 2,6 4,6
ACR (Leu, lle, Val) 20,6 15,3 16,2 20,1
AAr (Phe, Tyr, Trp) 12,2 10,8 9,5 7,2
Asp + Asn 7,8 6,2 6,1 9,6
Glu + GIn 23,3 20,7 19,1 16,6
Gly 1,9 1,6 1,5 1,7
> (Somatoria) 69,1 57,4 55,0 59,8

CC = caseina comercial; Hyprol = caseina hidrolisada comercial (GH 20%); Hidrol =
caseina hidrolisada em laboratério ITAL (GH 30%); CSD = concentrado de soro doce.

A importdncia da elevada concentracdo de aminoacidos de cadeias
sulfuradas particularmente a cisteina/cistina sera discutida mais adiante neste
capitulo.

3.4.2 Ganho de peso

O aspecto saudavel dos animais mostrou que tanto o estado sanitario como
o0 manejo dos animais foram adequados e que a natureza das proteinas na dieta,
ndao modificou aparentemente a saude dos mesmos. A evolugcdo de peso
verificada com os animais encontra-se na figura 2. Os valores obtidos de ganho de
peso, consumo de dietas e PER encontram-se na tabela 4.
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Figura 2 - Evolugdo de peso (g) verificada com ratos machos recém-desmamados
da linhagem Wistar, alimentados com dietas com 12% de proteina,
correspondendo aos tratamentos: CSD (concentrado protéico de soro
doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina hidrolisada - 30% GH);
Hyprol (caseina hidrolisada comercial - 20% GH). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p
> 0,05).

Conforme apresentado na tabela 4, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos para o ganho de peso,
consumo de dieta e PER, o que indicou, nesta pesquisa, que o0 processo de
hidrélise nao favoreceu a melhor utilizacdo da proteina da dieta. Friedman (1996)
considera um valor nutritivo adequado para proteinas com valor de PER acima de
2,0.
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Tabela 4 - Ganho de peso e consumo de dieta (média + desvio padrdo), obtidos
com ratos machos recém-desmamados da linhagem Wistar,

alimentados com dietas contendo 12% de proteina, por 4 semanas.

Tratamentos Ganho de peso Consumo de dietas PER
(9) (9)
CSD 141,98 + 14,512 348,00 + 50,64° 3,40 + 0,65°
CC 151,13 + 14,792 354,77 +69,54° 3,55 +0,66°
Hidrol 144,99 + 15,852 324,80 + 41,512 3,72 +0,212
Hyprol 153,99 + 9,06° 332,45 + 52,072 3,86 +0,79°

CSD (concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada - 30% GH); e Hyprol (caseina hidrolisada comercial 20% GH). Valores
com letras iguais (colunas) nao apresentaram diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Boza e colaboradores (1995) compararam a eficiéncia do soro de leite e
caseina como proteinas integras e de seus hidrolisados enzimaticos na
recuperacdo de ratos desmamados parcialmente desnutridos. Nao foram
encontradas diferencas entre proteinas integras e hidrolisados que foram
utilizados nas dietas. Por outro lado, a comparacao da eficiéncia de recuperacao
de ratos desnutridos alimentados com hidrolisado de proteina de leite foi superior
a uma mistura de aminoacidos de composi¢do similar (BOZA et al., 2000). A
literatura disponivel sobre propriedades funcionais fisiolégicas tem dado pouca
atencao a forma fisico-quimica na qual o hidrolisado chega ao organismo ou a
influéncia do grau de hidrélise (PIMENTA et al., 2006).

Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998) investigaram os efeitos de dietas
contendo a-lactalbumina bovina intacta ou hidrolisada (15% de grau de hidrélise)
utilizada como Unica fonte protéica em ratos submetidos ao exercicio e concluiram

que a forma hidrolisada apresentou-se mais vantajosa do que a proteina intacta.
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As tabelas 5 e 6 apresentam os valores encontrados para proteina total,

albumina e relagao albumina/globulina, séricas.

Tabela 5 - Proteina total (g/dL), albumina (g/dL) e relacdo albumina/globulina,
(média + desvio padrao), determinados no soro sangliineo de ratos
machos recém-desmamados da linhagem Wistar, alimentados com

dietas contendo 12% de proteina ap6s 14 dias de ensaio.

Tratamentos Proteina total Albumina Relacao A/G
(g/dL) (g/dL)

CSD 5,37 +£0,39° 3,72 £ 0,40° 2,23 +0,43%

cC 6,84 + 1,932 4,07 + 0,562 1,47 + 0,35

Hidrol 6,15 + 0,65% 4,18 +0,46° 2,12 + 0,372

Hyprol 6,18 + 0,62% 4,20 +0,39° 2,13+0,19°

CSD (concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada - 30% GH); Hyprol (caseina hidrolisada comercial 20% GH). A/G =
relacao albumina/globulina. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) para a relacao A/G.

Conforme apresentado na Tabela 5, apenas a relacao albumina/globulina
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos para os
parametros séricos analisados, sendo que para a CC a relacdo (A/G) foi
estatisticamente inferior que para os demais tratamentos (aos 14 dias de
experimento).

Os mesmos parametros sangliineos da Tabela 5, quando analisados aos
28 dias (Tabela 6) apresentaram maior variacdo estatistica. Para proteina total
nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos CSD e CC (p > 0,05).
Proteina total foi estatisticamente inferior para o hidrolisado (Hidrol), sendo que o
Hyprol se igualou, estatisticamente a CC, porém, inferior ao CSD. Quanto a
alboumina o CSD apresentou concentracao estatisticamente superior (p < 0,05),
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aos demais tratamentos. A relagdo A/G foi estatisticamente inferior para o Hidrol,
em relacdo ao CSD. Os concentrados CSD, CC e Hyprol, ndo apresentaram

diferencas estatisticas (p > 0,05) quanto a relacao A/G.

Tabela 6 - Proteina total (g/dL), albumina (g/dL) e relacado albumina/globulina,
(média + desvio padrao), feitas no soro sangliineo de ratos machos
recém-desmamados da linhagem Wistar, alimentados com dietas

contendo 12% de proteina, apds 28 dias de ensaio.

Tratamentos Proteina total Albumina Relagdo A/G
(g/dL) (g/dL)

CSD 4,98 + 0,412 3,73+0,172 3,03 £ 0,37°

cC 3,89 +0,82% 2,83+0,29° 2,68 + 0,23%

Hidrol 3,20 £ 0,15°¢ 2,25 +0,57° 2,37 £0,39°

Hyprol 3,58 £ 0,23° 2,60 +0,59° 2,66 + 0,32%

CSD (concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada - 30% GH); Hyprol (caseina hidrolisada comercial 20% GH). A/G =
albumina/globulina. Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tassi (1996) verificou em ensaio com animais de laboratério que o consumo
de dieta com proteina de soro parcialmente hidrolisada (grau de hidrélise de 15%)
foi capaz de preservar os teores séricos de glicose, albumina e glicogénio
muscular apds exercicio exaustivo. J& Ramos (2001) trabalhando com um
hidrolisado protéico de soro lacteo com grau de hidrélise alto (30%) nao observou
o mesmo efeito, conforme esperado para proteinas de mais rapida absor¢ao,
devido a alta concentracdo de aminoacidos livres.

Anderson e colaboradores (2008) verificaram que um preparado enzimatico
Aminogen®, uma mistura patenteada de proteases dos Aspergillus niger e oryzae,

aumentou o metabolismo de um concentrado comercial de proteinas do soro de
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leite bovino (WPC). Dois grupos controles de individuos de sexo masculino
receberam 50g de WPC diarios. Nove dias ap6s inicio do experimento, o grupo
experimental passou a receber 50g WPC contendo 2,5g ou 5g do Aminogen®. Os
resultados indicaram que os aminoacidos séricos totais dos sujeitos aumentaram
em 56% e 186%, em relagdo ao controle com 2,5 e 53 de Aminogen®,
respectivamente. A suplementacdo com o preparado enzimatico também elevou
significativamente o balanco de N», baixou os niveis de proteina C reativa (PCR) e
sugeriu uma tendéncia de abaixamento da pressao sangiinea diastélica (PSD).
Os autores concluiram que o Aminogen® elevou o metabolismo do WPC
processado comercialmente aumentando os niveis de aminoacidos séricos totais e
0 balanco de Na.

No presente estudo a hidrélise da caseina (CC) com 20 e 30% de grau de
hidrélise, ndao afetou o desenvolvimento corporal e o PER da caseina que também
nao diferiu do concentrado protéico de soro (CSD). H4, contudo, uma necessidade
de se estudar com maior profundidade as influéncias do processamento na
qualidade nutricional e funcional das proteinas, particularmente as que receberam
alegacoes de propriedades funcionais fisioldgicas.

Os processamentos térmico e mecanico tendem a desnaturar as proteinas
e, com a desnaturacao podera haver modificacdes, nao somente no grau de
digestibilidade, mas também na biodisponibilidade de aminoéacidos para o
metabolismo. Podera haver também influéncia na especificidade de hidrélise das
proteases e, consequentemente, nos produtos da hidrélise enzimatica, alterando a
velocidade e os mecanismos de absorcao dos peptidios, bem como sua
biodisponibilidade.

Ja foi demonstrado (BOIRIE et al., 1997; BORO et al., 1995; FRUHBECK,
1998; SGARBIERI et al.,, 2000) que a coagulacdo da caseina, nas condi¢cdes
acidas do estébmago e sua hidrélise parcial, pela pepsina, retarda a digestdo e a
velocidade de absor¢ao dos aminoacidos e peptidios da caseina o que parece nao
ocorrer com as proteinas do soro do leite.

Pacheco e colaboradores (2005) estudaram a influéncia da hidrélise

enzimatica de um concentrado de soro de leite (CSD) produzido no ITAL, pelos
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sistemas enzimaticos, pancreatina, protamex e alcalase, com mesmo grau de
hidrélise (GH 20%). Observou-se que hidrolisado preparado pela acédo da
pancreatina continha uma porcentagem bem maior de aminoacidos livres (23%), o
de protamex (2,2%) e o de alcalase (3,3%), comparado com o CSD (0,1%). O
impacto da hidrélise nas propriedades funcionais, estimulo a sintese de IgM pela
células de bago, e estimulo a sintese de glutationa (figado), foram diferentes para
os sistemas enzimaticos. O numero de células formadoras de placa (bago) nao
diferiu estatisticamente entre o concentrado (ndo hidrolisado) e o hidrolisado de
pancreatina (p > 0,05). A ordem crescente do estimulo a formacdo de placas
(CFP) no bago pelos hidrolisados de CSD foi: pancreatina > protamex > alcalase >
caseina comercial — CC (controle negativo). Resultados semelhantes foram
observados para os teores de glutationa no figado. Os resultados reportados por
Pacheco e col. (2005) sao interessante no sentido de mostrar que um material
protéico hidrolisado ao mesmo grau de hidrolise, por sistemas enzimaticos
diferentes pode apresentar propriedades funcionais fisiolégicas diferentes.

Na fracdo conhecida como proteinas de soro de leite encontram-se
albumina, lactoferrina e alfa-lactaloumina, as quais sao ricas em residuos de
cistina. As estruturas primérias da albumina e da lactoferrina sdo ricas de
sequéncia glutamilcistina, a qual é facilmente transportada para dentro das células
tornando-a um substrato mais rapidamente disponivel para a biossintese da
glutationa (BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1989; BOUNOUS; GOLD, 1991). A
Tabela 7 apresenta as concentracdes de glutationa hepatica encontradas para os
diferentes tratamentos, estudados no presente trabalho.

Os resultados obtidos com as andlises das concentracbes de glutationa
hepatica neste estudo permitem inferir que o efeito melhorador da sintese de
glutationa somente foi verificado com os animais que receberam dieta com
proteinas de soro de leite. Verificou-se, ainda, um valor menor de glutationa nos
animais que receberam o hidrolisado comercial (Hyprol) em T,. Estes resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por Pacheco e colaboradores (2005),
também trabalhando com proteina integra e hidrolisados.
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Tabela 7 - Concentracbes de glutationa (média + desvio padrao) medidas em
figados de ratos machos Wistar, alimentados durante 14 e 28 dias
com dietas contendo 12% de diferentes proteinas.

Tratamentos Glutationa pmol/g tecido (T1) Glutationa pmol/g tecido (T2)
CSD 8,56 + 0,66% 8,79+ 0,172
cC 4,25 +0,37° 4,48 +0,34°
Hidrol 4,63+0,81° 3,95 + 0,22°
Hyprol 3,76 £ 0,48° 3,18 £ 0,32°

CSD (concentrado protéico de soro doce); CC (caseina comercial); Hidrol (caseina
hidrolisada em laboratério - 30% GH); e Hyprol (caseina hidrolisada comercial - 20% GH).
T1= 14 dias T2= 28 dias Médias assinaladas pela mesma letra (coluna) nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

No presente trabalho a enzima usada na preparagao do Hyprol (20% GH)
nao pode ser identificada. Para producao do Hidrol (30%GH) a enzima usada foi a
flavourzyme (Novo Nordisk), por apresentar ampla faixa de tolerancia ao pH e
produzir pouco gosto amargo.

Varios pesquisadores consideram que o estimulo a sintese de glutationa e
o estimulo imunol6gico observado para o CSD dependem da liberacao pelas
proteinas de peptidios contendo a sequéncia glutamilcistina nas sequéncias
primarias das proteinas albumina sérica, B-lactoglobulina e imunoglobulina G
(BOUNOUS; BATIST; GOLD, 1989; BOUNOUS; GOLD, 1991; BRINK, 1996).

Varios dados da literatura associam a composicao do concentrado protéico
de soro, especialmente com relacdo ao elevado teor de aminoacidos sulfurados
como cisteina e metionina, ao aumento da sintese de glutationa hepatica,
molécula que possui efeito desintoxicante, antioxidante e imunoestimulante, capaz
de proteger o organismo de doengas como O cancer, imunossupressao e
processos infecciosos (BOUNOUS; GOLD, 1991; PARODI, 1998; SGARBIERI,
1999; WALZEM, 1999). Embora se tenha demonstrado o poder do CSD estimular

a sintese de GSH (figado, baco), de estimular a producao de imunoglobulina M no
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baco e a inter-relacéo entre esses dois fendmenos, os mecanismos de como essa
interligacé@o se processa ainda ndo foram explicados. Por outro lado, a importancia
do baixo teor de AAr, particularmente Phe, na modulagdo imunoldgica
(BOUNOUS; LETORNEAU; KONGSHAVN, 1983) merece um estudo mais
aprofundado, tanto com o CSD como com proteinas de soro isoladas e
purificadas.

3.5 Conclusao

Concluiu-se que o soro de leite bovino (CSD) apresentou estimulo
significativamente maior a sintese hepatica de glutationa do que a caseina e seus
dois hidrolisados enzimaticos (p < 0,05). A natureza da enzima e o processo de
hidrélise podem ter sido responsaveis pelo menor valor de glutationa (p < 0,05)
para o tratamento Hyprol (no 28° dia do experimento), em relagdo a caseina e o
hidrolisado Hidrol. O perfil de proteinas séricas (proteina total, albumina e relacédo
A/G) mostrou alteragdes quantitativas e qualitativas no 28° dia do experimento,
sendo que o CSD foi o tratamento que manteve os niveis mais altos de proteina
total e albumina séricas. Quanto aos parametros nutricionais, consumo de dieta,
desenvolvimento corpéreo e quociente de eficiéncia protéica (PER), ndo houve
diferengas significativas entre os tratamentos.
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CAPITULO 4

PROPRIEDADES NUTRITIVAS E FUNCIONAIS FISIOLOGICAS DE ALGUMAS
FORMULAS PARA A NUTRICAO INFANTIL A BASE DE PROTEINAS DE LEITE
BOVINO — COMPARACAO COM PRODUTO COMERCIAL DE USO SIMILAR.

RESUMO

Neste capitulo fez-se uma avaliagcdo nutricional, estimulo a sintese hepatica de
glutationa e do estimulo primario a produgdo de imunoglobulina M (IgM) em
células de bacgo. Quatro tipos de dieta foram utilizados no estudo, contendo 12%
de proteina. Dieta com concentrado protéico de soro de leite (CSD), com caseina
micelar (CM), com a mistura 50:50 CSD/CM e uma férmula comercial (FC) tomada
como referéncia. Para a avaliacdo imunolégica utilizaram-se camundongos da
linhagem A/Uni, com idade entre 6 e 8 semanas, imunizados com hemaceas de
carneiro e utilizacdo da técnica de contagem de células de bago formadoras de
placa (CFP), em que o niumero de CFP era determinado em microscépio de fase
com auxilio de uma lupa e para a massa toda do 6rgao (CFP/Baco). A dieta CSD
nao diferiu da dieta FC quanto ao numero de CFP no bago, sendo estatisticamente
superior ao da dieta CM e CSD/CM. Esta ultima ndo diferiu da dieta comercial
(FC). A concentracao hepatica de glutationa nao diferiu entre CSD e FC. Foi a
mais baixa para CM, ndao havendo diferenca estatistica entre FC x CSD/CM e
entre FC x CSD. Esses resultados reforcam a opinidao corrente na literatura de que
os preparados de proteinas de soro (WPC ou WPI) apresentam o mais elevado
poder imunoestimulante entre todas as proteinas alimenticias ja testadas sob esse
aspecto. Os indicadores de valor nutricional (ganho de peso, PER, Dap, VBap e
BN) ndo apresentaram diferencga estatistica entre as quatro dietas estudadas.
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4.1 INTRODUCAO

O leite € um dos mais antigos dos alimentos funcionais disponiveis aos
mamiferos ap6s o0 nascimento, para a nutricdo e funcdo imune (MARSHALL,
2004). O leite, produto de secrecdo das glandulas mamarias, é um fluido viscoso
formado de uma fase liquida (dispersante) e de particulas em suspensao (fase
dispersa), formando uma emulsdo natural, estavel em condicdes normais de
temperatura ou de refrigeracao (SGARBIERI, 2004). Entende-se por leite, sem
outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condicoes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL,
1997).

O leite bovino é a matéria prima para as industrias de laticinios e alimento
de grande valor nutritivo, sendo recomendado o seu consumo diario, devendo,
assim, merecer atencao especial e um controle da qualidade higiénico-sanitario
adequado (DONATELE; VIEIRA; FOLLY, 2003). A producédo de leite em boas
condicdes higiénicas deve ser uma das principais metas de todos os profissionais
que atuam, direta ou indiretamente nesta area, visando proporcionar um alimento
de alto valor nutritivo, e com reduzido risco de veicular agentes nocivos a saude
do consumidor (ARAUJO, 1994; PINNA; LIZIEIRE, 2000).

O leite tem sido considerado como o alimento “mais proximo da perfeicao”.
Seu excepcional valor nutritivo é devido aos seus principais constituintes:
proteinas, carboidratos, gordura, sais minerais, vitaminas e 4gua (GUIMARAES,
2002).

Os componentes do leite bovino sdo a agua (87,20%), a lactose (4,90%),
gordura (3,80%), proteinas (3,30%) e minerais (0,72%). As particulas suspensas
na fase liquida do leite sdo goticulas de gorduras e micelas de caseina. O leite
bovino é comercializado em sua forma liquida, integral ou desengordurado,
pasteurizado ou esterilizado, desidratado ou nao (SGARBIERI, 2004).

O leite bovino é reconhecido como uma importante fonte de alimento
funcional inclusive pelas suas fracdes protéicas. Somente nas ultimas décadas

incentivaram-se pesquisas sobre a utilizacdo do leite na promocao da saude. Ha
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evidéncias de que o leite bovino contém inumeros componentes com atividades
bioldgicas que potencializam o efeito sobre a resposta imune e a resisténcia dos
individuos as infecgdes (BRINK, 2002; SGARBIERI, 1999; WALZEM, 1999).

O perfil de aminoacidos apresentado pelas proteinas de soro de leite
permite que sejam recomendadas para a formulacéao de varios produtos especiais,
tais como férmulas infantis (DIAS, 2004; AUGUSTIN; MUNOS, 2006);
desempenho do metabolismo muscular, pelo alto teor de aminoacidos essenciais
de cadeias ramificadas como leucina e isoleucina, considerados importantes para
o desempenho de esportistas (STEELE; HARPER, 1990); na recuperacao de
traumas multiplos e de queimaduras (ALEXANDER; GOTTSCHLISH, 1990).

Tem sido sugerido que algumas propriedades funcionais das proteinas ou
peptidios do leite bovino possam ser utilizadas no tratamento e/ou na prevencao
de importantes condicdes patolégicas (McCINTOSH et al., 1998; PARODI, 1998;
SGARBIERI 1999; MATSUMOTO et al., 2001). Ha referéncias na literatura italiana
do século XVII de que este alimento era utilizado por muitas culturas e sociedades
para prevenir e ftratar doencas, afirmando sua funcionalidade fisiol6gica
(McINTOSH et al., 1998).

Sabe-se que as aplicacées do soro de leite em formulas infantis, dietas
especiais, produtos de panificacao, lacteos e misturas em p6 sao indicios de que
sua utilizacdo tende a ampliar-se na industria de alimento, ocasionando,
consequente aumento na demanda e diversificacdo do uso (SIQUEIRA et al.,
2002).

4.2 Objetivos

- Avaliar o efeito de proteinas da dieta na resposta imune primaria (IgM) com
camundongos da linhagem A/Uni.

- Verificar as concentragdes de glutationa em figados de camundongos A/Uni,
submetidos a dietas com diferentes componentes protéicos.
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- Preparar e testar em ratos, do ponto de vista nutricional e do estimulo
imunolégico, formulagdes para alimentacdo infantil (faixa etaria 6-24 meses),

comparando com um produto comercial (FC) de mesmo uso.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1. Obtencao de matéria-prima

O concentrado protéico de soro doce (CSD) foi produzido em planta piloto
do Tecnolat, Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas, SP, conforme
metodologia apresentada no capitulo 2 (BORGES et al., 2001). A caseina micelar
(CM) utilizada foi produzida por microfiltracdo, de acordo com processamento
descrito no capitulo 2 (ROMAN, 2002). A caseina comercial foi obtida da MCassab,
Sao Paulo, SP. A FC foi adquirida no comércio local.

4.3.2 Caracterizacao dos concentrados protéicos desidratados

¢ Composicao centesimal

- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo método
descrito na AOAC (1990). A proteina bruta foi obtida multiplicando-se o nitrogénio
total pelo fator 6,38.

- Umidade e sodlidos totais: foram determinados de acordo com os
procedimentos descritos na AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporacao da
agua presente no alimento e pesagem do residuo soélido.

- Residuo mineral (cinza): determinado de acordo com os procedimentos

descritos na AOAC (1990). Baseia-se na determinacao do residuo inorganico que

fica depois de calcinar a matéria organica de uma amostra.
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- Lipidios Totais: determinados pelo método descrito por Bligh e Dyer (1959),
empregando-se o0s solventes cloroférmio, metanol e &gua determinado

gravimetricamente ap6s eliminacao do solvente.

- Lactose: a determinacdo de lactose foi feita de acordo com metodologia de
Acton (1977).

¢ Determinacao de aminoacidos

A composicao em aminoacidos, com excecao do triptofano, foi realizada em
hidrélise acida, seguindo o método de Spackman, Stein e Moore (1958), com
algumas modificacoes. Pesaram-se 25mg de proteina da amostra que foram
hidrolisados com 10mL de HCI 6N em tubos de hidrélise, selados a vacuo, e
mantidos a temperatura de 110°C por 22 horas. Apds incubacao, o acido cloridrico
foi evaporado e a amostra foi recuperada em tampéao citrato de sédio pH 2,2
(Diluente marca Pickering, USA). Uma aliquota de 25uL foi injetada em analisador
Dionex DX-300 para separacao dos aminoacidos em coluna de troca catibnica e
reacao colorimétrica p6s-coluna com ninidrina (marca Pickering), usando-se como
referéncia, para identificacdo e calculo, uma solugcdo padrdo de aminoacidos
(marca Pierce, USA). O triptofano, que é destruido durante a hidrélise acida, foi
quantificado ap6s hidrélise enzimatica com pronase (100mg/10mL de tampéao
fosfato de sodio 0,1M pH 7,5) a 40°C por 24 horas, seguido de reacao
colorimétrica com solucao de 4-dimetilamino benzaldeido (DAB) em acido sulfurico
21,2N e leitura de absorbancia a 590nm. O teor de triptofano foi calculado a partir
de uma curva padrao (SPIES, 1967).

¢ Escore de Aminoacidos Essenciais (EAE)

Calculado relacionando-se a concentracdo de cada um dos aminoacidos
essenciais dos concentrados protéicos em estudo com o0s aminoacidos

correspondentes ao padrao de referéncia da FAO/WHO (1990), definindo-se como
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EAE o menor quociente individual encontrado para os aminoacidos essenciais
(HENLEY; KUSTER, 1994). Os quocientes obtidos indicam a ordem dos
aminoacidos limitantes e o valor encontrado para o mais limitante, € uma
estimativa do valor nutritivo da proteina em relagdo a referéncia (SGARBIERI,
1996).

4.3.3 Ensaios bioldgicos

a) Ensaio com camundongos

Utilizou-se em cada tratamento oito camundongos machos isogénicos da
linhagem A/Uni, de 6-8 semanas de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar de
Investigagdes Biologicas (CEMIB) da Unicamp em Campinas, SP e transportados
para o Biotério do ITAL, onde foram realizados os experimentos. Os animais foram
separados em grupos e colocados em caixas plasticas préprias contendo, cada
uma, oito camundongos. As caixas foram mantidas em uma sala climatizada e
com controle de luminosidade de 12 horas claro e 12 horas escuro. A “cama”
(maravalha) dos animais foi trocada duas vezes por semana e a agua dos
bebedouros, a cada dois dias. Ja com os comedouros, as trocas das dietas eram
feitas diariamente. O delineamento experimental encontra-se descrito no protocolo
1 apresentado na figura 1.

b) Ensaio biolégico com ratos

Para efetuar a avaliacdo nutricional das formulacdes utilizadas, realizou-se
ensaio bioldgico com o delineamento experimental apresentado na figura 2.
Utilizaram-se 40 ratos machos Wistar recém-desmamados, mantidos em dieta
durante 28 dias. Ap6s adaptacao, os ratos foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, de maneira que nao houvesse diferenca nas médias de peso entre
0s grupos, sendo aleatoriamente designados aos tratamentos. Os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais, sendo verificado o consumo de
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dieta e coletadas fezes e urina, durante 10 dias apds os quais foram mantidos nas
dietas até que se completassem 21 dias. Dietas e agua foram fornecidas “ad
libitum”. Os bebedouros foram higienizados a cada dois dias e o controle da
ingestao das dietas foi efetuado mediante pesagem sistematica

()

32
camundongos
A/Uni

8 animais por tratamento

FC CSD CM CSD/CM

116 dias

Imunizacdo com hemacias de carneiro
(5 x 10° células )

l 5 dias

Morte dos animais
(retirada do bago e figado)

l

Suspenséao de células de baco - teste imunologico
(verificagdo da resposta imune humoral primaria)

Figura 1 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos da linhagem A/Uni alimentados com dietas
contendo 12% de proteinas, a saber: FC (produto comercial); CSD
(concentrado protéico de soro doce); CM (caseina micelar); CSD/CM
(50:50 p/p).
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Protocolo 2 ]]

40 ratos
Wistar

10 animais por tratamento

FC

CSD

CM

CSD/CM

Figura 2 - Protocolo experimental para ensaio de avaliagdo nutricional efetuado
com ratos Wistar recém-desmamados alimentados durante 28 dias
com dietas contendo 12% de proteinas, a saber: FC (produto

comercial); CSD (concentrado protéico de soro doce); CM (caseina

micelar); CSD/CM (50:50 p/p).

c) Dietas experimentais

A FC é um produto disponivel comercialmente, indicado pelo fabricante
para casos de desnutricao, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS),
cancer, pré e pés operatorio, perda de peso e suplementagao oral, sendo utilizado
neste ensaio como controle. As dietas experimentais foram formuladas com base
na composicao do produto comercial exceto pelas proteinas, utilizando como
fontes protéicas o concentrado protéico de soro doce, a caseina micelar e uma
mistura (50:50 p/p) em base protéica de concentrado protéico de soro doce e
caseina micelar. A tabela 1 apresenta a composicao das formulagbes. Cada dieta

correspondeu a um tratamento de acordo com cada uma das fontes protéicas
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anteriormente citadas. A determinagdo de proteinas das dietas foi feita pelo

método micro Kjeldahl (A.O.A.C., 1990). As misturas vitaminica e mineral

utilizadas encontram-se descritas na tabela 2. As misturas preparadas foram

mantidas refrigeradas.

Tabela 1 — Composicao das dietas utilizadas nos ensaios com camundongos da

linhagem A/Uni e ratos Wistar.

Ingredientes

Dietas formuladas (g/kg)

CSD CM CSD/CM FC
Maltodextrina 349,74 344,14 346,93 349,80
Sacarose 186,78 183,88 185,33 180,20
Fonte protéica 168,44 176,94 172,702 174,96°
Oleo de girassol 75,03 75,03 75,03 75,03
Oleo de canola 45,75 45,75 45,75 45,75
Oleo de milho 12,81 12,81 12,81 12,81
TCM' 52,3 52,3 52,3 52,30
Lecitina de soja 9,15 9,15 9,15 9,15
Mistura de vitaminas* 50 50 50 50
Mistura de minerais* 50 50 50 50
Total 1000 1000 1000 1000

'TCM = trigliceridios de cadeia média; 284,24 de proteinas de soro de leite e 88,46
de caseina micelar; 383,289 de proteinas de soro lacteo e 91,68 de caseinato de

potassio. * MCassab, SP.
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Tabela 2 — Composi¢cdo das misturas de vitaminas e minerais (MCassab, SP)
utilizadas para ensaio com camundongos da linhagem A/Uni.

Componentes das misturas Quantidade (g/kg)
Vitaminas
Vitamina A 0,9333
B-caroteno 1,6800
Vitamina D (100.000 Ul/g) 0,3760
Vitamina E (50%) 1,8400
Vitamina K 0,0038
Vitamina C 7,4000
Vitamina By 0,0560
Vitamina B, 0,0740
Niacina 0,5600
Vitamina Bg 0,0740
Acido Félico 0,0186
Acido Pantotenico 0,2800
Vitamina B2 (0,1%) 0,1400
Biotina 0,0014
Citrato de Colina (35%) 68,5714
Taurina 7,4000
L-carnitina 3,8000
Excipiente 906,7914
Nutrientes 93,2086
Minerais
Cloreto de sodio 47,3114
Sulfato de potassio anidro 223,2142
Fosfato bicalcio anidro 283,67,34
Oxido de magnésio 19,6296
Sulfato ferroso dessecado 2,5614
lodeto de potassio 0,0096
Sulfato de cobre anidro 0,1860
Sulfato de zinco monohidratado 2,6404
Sulfato de manganés monohidratado 0,1416
Selenito de sédio 0,0052
Molibdato de sédio dihidratado 0,0080
Dinicotinato de cromio 2,5% 0,0960
Excipiente 234,8176
Nutrientes 765,1838
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4.3.4 Monitoramento do efeito imunomodulador
Refere-se ao ensaio biolégico efetuado com camundongos.

¢ Imunizacao para teste imunoloégico — Cada animal recebeu uma injecao
subcutanea de 5 x 10° hemécias de carneiro lavadas em tampao borato 0,05M
(adicionado de sais de calcio e magnésio). As hemacias foram obtidas em
solugéo de Alséver do Biotério Boa Vista, Campinas, SP.

+ Ensaio imunoldgico para contagem de células formadoras de placas (CFP)
— Apés 16 dias recebendo a dieta, os animais foram imunizados com 5 x 10°
hemacias de carneiro lavadas em tampao borato. A contagem de CFP foi
efetuada de acordo com o método modificado de Cunningham e Szenberg
(1968). Os animais foram mortos 5 dias ap6s a imunizacao quando, de acordo
com a literatura e confirmado em testes laboratoriais, acontece o pico de
resposta. Os bacos foram retirados e aliquotas de suspensao de suas células
foram colocadas a reagir com hemacias e complemento de cobaia, em laminas
tratadas com agarose. Apds tempo previamente determinado a reagédo foi
interrompida e a contagem de placas foi efetuada com auxilio de lupa
(BOUNNOUS; GOLD, 1991).

¢ Dosagem de glutationa — Efetuada nos figados dos ratos pelo método
colorimétrico de Saville (1958) modificado, que mede a glutationa livre reduzida
(GSH). Os 6rgaos foram coletados imediatamente apds a morte dos animais,
sendo congelados e triturados em nitrogénio liquido, ficando armazenados em
nitrogénio até o momento da analise. Para a andlise tomaram-se aliquotas de
amostra de 0,1 a 0,2g. Adicionaram-se 5mL de ASS (acido sulfosalicilico)
precipitando assim as proteinas, e imediatamente a amostra foi centrifugada a
3000rpm por 10 minutos. Utilizaram-se 200uL do sobrenadante, e para a
reacdo colorimétrica foram utilizados varios reagentes (A, B, C, D) que

transformam os grupos sulfidrilo (SH) em acido nitroso, catalisado por Hg** em
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quantidade equimolar. Finalmente, o acido nitroso reage com um reagente
contendo sulfonilamida e outro contendo N-1-naftiletilenodiamina para formar o
azo-cromoéforo brilhante que é lido a 540nm, e quantificado com auxilio de uma
curva-padrao de GSH.

4.3.5 indices nutricionais

Foram avaliados nos ensaios efetuados com ratos, sendo verificados os
seguintes indices: ganho de peso dos animais, balango de nitrogénio (BN),
digestibilidade aparente (Dap), valor biolégico aparente (VBap) e quociente de
eficiéncia protéica (PER).

4.3.6 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistica: Basic
Statistics and Tables”. Os resultados experimentais foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 5%. Utilizou-se o coeficiente de correlagado de Pearson (GOMES, 1982).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Escore de Aminoacidos Essenciais (EAE)

Os perfis de aminoacidos essenciais dos concentrados protéicos
produzidos em planta piloto (CSD e CM), uma caseina comercial (CC), e a
formulacédo comercial (FC), comparados com o padrao teérico (FAO/WHO, 1990),
estao na tabela 3.

Considerando a composicao do soro em aminoacidos essenciais e 0s
requerimentos para esses aminoacidos, verificou-se que soro de leite fornece

quantidades significativas de isoleucina, lisina, cisteina, metionina e treonina.

169



As proteinas de soro contém quantidades relativamente altas de
aminodacidos de cadeia ramificada - BCAA (z 26%) (BOS; GAUDICHON; TOME,
2000; WALZEN; DILLARD; GERMAN, 2002), leucina, isoleucina e valina. Os
BCAAs, em particular a leucina, constituem importantes fatores de reparo e
crescimento tecidual (MARSHALL, 2004).

A leucina e outros aminoacidos essenciais desempenham papéis
importantes na sintese protéica, como moléculas sinalizadoras para iniciacao da
sintese e como substratos para a sintese de novas proteinas (ANTONY et al.,
2001; HA; ZEMEL, 2003). A disponibilidade intracelular de amino&cidos é um fator
chave na sintese de proteina muscular embora concentracdes extracelulares de
aminoacidos sejam igualmente importantes (BOHE et al., 2003). As concentracdes
de aminoacidos do plasma aumentam apo6s a ingestdao de proteina ou de uma
infusdo de aminoacidos, enquanto as concentragdes teciduais podem aumentar ou
permanecer inalteradas (DANGIN et al., 2001; LEVENHAGEN et al., 2002).

As proteinas do leite promoveram maior aumento nas concentragdes de
aminoacidos de cadeia ramificada nos tecidos periféricos quando comparadas
com as proteinas de soja (FOUILLET et al., 2002) sugerindo que o perfil de
aminoacidos ou outros componentes da dieta influenciam sua utilizagao. Estudos
com animais e com humanos evidenciaram que uma proteina de baixa qualidade
aumenta a perda de nitrogénio e limita a sintese protéica devido a ineficiente
utilizacdo de aminoacidos essenciais (HA; ZEMEL, 2003).

Outro ponto importante, além da composicdo de aminoacidos presentes no
soro € a maneira pela qual as proteinas do soro e outras sdo absorvidas e
utilizadas. As proteinas de soro sao absorvidas mais rapidamente que as caseinas
(BOIRIE et al., 1997; BOHE et al., 2001). As caseinas formam coagulos no
estbmago, aumentando a hidrolise péptica e retardando sua entrada no intestino
delgado. As proteinas de soro ndo coagulam sob condi¢des &cidas, sendo
consideradas proteinas de digestédo rapida, alcangando rapidamente o jejuno apés
entrarem no trato gastrintestinal. Apds alcancarem o intestino delgado, a hidrélise
das proteinas do soro é mais lenta do que a da caseina, seguida de maior
absorcao intestinal (MARSHALL, 2004).
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Tabela 3 — Perfil de aminoacidos essenciais (g/100g de proteina) e escore quimico
(EAE) de concentrados protéicos obtidos de leite bovino, caseina
micelar, caseina comercial e FC produto comercial, comparados com a
referéncia da FAO/WHO.

Aminoacidos CSD CM CC FC FAO/WHO
Treonina 7,6 4,62 41 6,41 3,4
Cisteina +Metionina 5,4 3,1 2,2* 4,36 2,5
Valina 5,0 6,38 6,2 6,92 3,5
Leucina 11,7 10,3 8,8 10,18 6,6
Isoleucina 6,3 4,95 4,6 6,86 2,8
Fenilalanina + Tirosina 7,2 11,05 9,9 9,11 6,3
Lisina 11,0 8,5 7,6 9,17 5,8
Histidina 6,1 3,03 2,8 2,33 1,9
Triptofano 1,1 1,43 1,4 1,80 1,1
EAE ** >1,00 >1,00 0,88 >1,00 -

(Cys)2 + Met

Resultados médios de determinagdes feitas em duplicata. *Aminoacido mais
limitante em relagdo ao padrao FAO/WHO (1990). CSD, concentrado protéico de
soro; CC, caseina comercia; FC, produto comercial e, padréo FAO/WHO. **EAE
(escore de aminoacidos essenciais).

Um padrao de absorcao rapido foi favoravel ao balango de nitrogénio total e
a utilizacao poés-prandial de proteinas, verificada em voluntarias idosas (ARNAL et
al., 1999) embora outros estudos sejam necesséarios para melhor avaliar as
vantagens e desvantagens nessa populacado (DANGIN, et al., 2001; ARNAL et al.,
2000; MARSHALL, 2004).

No periodo pés-prandial, os principais reguladores do metabolismo protéico
sdo a insulina e a disponibilidade de aminoéacidos. A insulina age através da
inibicdo da protedlise (BOIRIE et al., 2001) e estimulando a sintese de proteina
muscular (BIOLO et al., 1999). A disponibilidade de aminoacidos é o principal fator
regulador da oxidacdo e sintese protéica (VOLPI et al., 1998). E afetada pela
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razdo de digestao de proteina, o que pode explicar os efeitos de diferentes fontes
de nitrogénio no ganho protéico pdés-prandial. Em individuos jovens, proteinas de
digestdo mais lenta como a caseina, induzem uma menor € mais prolongada
hiperaminoacidemia e maior deposicao pos-prandial de leucina do que proteinas
de digestdo mais rapida, como as proteinas do soro. O efeito verificado foi
independente da composicao aminoacidica das proteinas da dieta (DANGIN et al.,
2001).

Proteinas do soro e a caseina afetam de modo diferente o ganho protéico
durante o envelhecimento. Quando individuos idosos consumiram uma mistura
dessas duas proteinas na refeicdo verificou-se maior utilizacdo das proteinas de
soro, mais rapidamente digeridas do que a caseina. As variagcbes no perfil dos
aminoacidos e/ou a disponibilidade de leucina sado responsaveis por essa
diferenca. Contudo, a utilizagdo de uma proteina de digestao mais rapida pode ser
mais benéfica ao aumento do ganho protéico pés-prandial do que uma de digestao
lenta podendo, consequentemente, limitar a perda de proteina corporal em
individuos idosos (DANGIN et al., 2003).

As proteinas do soro de leite diferem das caseinas por apresentarem teores
mais elevados dos aminoacidos treonina, aminoacidos sulfurados (metionina +
cistina), leucina, isoleucina, lisina e triptofano e teores mais baixos dos
aminoacidos de cadeias aromaticas (fenilalanina + tirosina). Em relacao ao padrao
tedrico utilizado, as caseinas podem apresentar deficiéncias em aminoacidos
sulfurados (metionina + cistina) e/ou triptofano. Essa situacdo € refletida nos
escores quimicos, também apresentados na tabela 3, e que se apresentam iguais
ou superiores a 1,0 para os concentrados de proteinas de soro e inferiores a 1,0
para as caseinas (SHAN, 2000).

4.4.2 Ensaios imunoldgicos e glutationa hepatica

Os resultados verificados com ensaios efetuados com camundongos para

dosagens de glutationa hepatica estao apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracbes de glutationa (média + desvio padrdao) medidas em
figados de camundongos da linhagem A/Uni, alimentados durante 21
dias com dietas contendo 10% de proteina.

Tratamentos Glutationa pumol/g tecido
FC 6,85+ 0,83 %
CM 5,54+0,28°
CSD 8,02+ 0,592
CSD/CM 6,55 + 0,96 >

Tratamentos: FC (produto comercial); CM (caseina micelar); CSD (concentrado
protéico de soro doce) e CSD/CM (50:50 p/p). Médias seguidas por uma mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Nao foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre as
concentracdes de glutationa hepatica dos animais dos grupos CSD e FC. Os
resultados obtidos com os animais alimentados com a mistura CSD/CM, utilizada
como fonte protéica, foram inferiores aqueles obtidos para o CSD. Os piores
resultados foram verificados com a CM como unica fonte protéica.

Marshall (2004) reforgou dados disponiveis na literatura afirmando que as
proteinas de soro, ricas em aminoacidos sulfurados cisteina e metionina, estao
diretamente associadas a melhora da funcdo imune através da elevacgéao
intracelular de glutationa. De fato, as formulagdes utilizadas nesta pesquisa (Cap.
3) contendo CSD apresentaram resultados melhores do que aquela utilizando CM
como Unica fonte protéica. A formulagdo CSD/CM apresentou resultados na
imunomodulacdo semelhantes aqueles verificados com o produto disponivel
comercialmente.

Varios estudos afirmam que a cisteina é o aminoéacido limitante da sintese
de glutationa em humanos e animais (LIONS et al., 2000; JAHOOR et al., 1999). O
aumento do suprimento de cisteina ou de seus precursores via administracdo oral

ou intravenosa aumenta a sintese de glutationa e previne sua deficiéncia em
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humanos e animais em varias condi¢des nutricionais e patoldgicas, incluindo
desnutricdo protéica, sindrome respiratéria em adultos e AIDS (TOWNSEND;
TEW; TAPIERO, 2003; WU et al., 2004).

Contudo, em virtude da baixa eficacia da cisteina livre e de sua toxicidade,
a partir de certa concentragédo, alguns compostos menos téxicos e mais eficazes
qgue a cisteina livre (N-acetil cisteina, L-2-ox0-4-tiazolidina carboxilato e metionina),
tém sido usados para repor os déficits de glutationa em condicdes fisioldgicas e ou
patologicas especificas. Sabe-se que dietas deficientes em proteinas impdem um
decréscimo nos niveis teciduais de glutationa e um aumento dos radicais livres de
oxigénio (ROS), aumentando também o risco de infec¢des oportunistas. Por outro
lado, dietas com elevado teor protéico, fornecidas no inicio do periodo de
reabilitacdo, poderdo promover estresse metabdlico, levando a efeitos adversos
(LI et al., 2002).

O uso de N-acetil cisteina, L-2-0x0-4-tiazolidina carboxilato e metionina com
objetivo de restaurar os niveis de glutationa e, dessa forma equilibrar o estado
redox, sem ter que submeter os individuos a uma dieta hiperprotéica, tem sido
sugerido por alguns autores. Contudo, sdo compostos que elevam os custos das
dietas e/ou suplementos ndo deixando ainda de apresentar efeitos colaterais. A
restauracdo dos niveis de glutationa e o balanco de 6xido-reducdo, sem ter que
usar niveis elevados de proteina na dieta, constitui uma estratégica terapéutica
adjuvante, importante durante os estagios iniciais de reabilitacdo da desnutricdo
protéica ou outra sindrome que ocasione uma deficiéncia acentuada de glutationa
no organismo. Para esta condicdo, a dietoterapia com proteinas de soro de leite,
nao desnaturadas, parece ser a melhor alternativa (LI et al., 2002).

Experimento similar ao desta tese foi realizado na Nova Zelandia
(RUTHERFURD et al., 2005) utilizando camundongos BALB/c que receberam
dietas, nutricionalmente balanceadas, para atender as necessidades de criancas
na faixa de 1 a 3 anos, durante quatro semanas. As fontes protéicas utilizadas
foram o leite em pé integral adicionado ou ndo de IMUCARE, um concentrado
protéico de soro de leite (10,5 g/100 g de dieta). As dietas foram formuladas com
20% de proteina. A dieta contendo o IMUCARE promoveu maior proliferacao
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celular (células de baco), maior fagocitose (células sanguineas) e maior producao
de anticorpos por linfécitos intestinais. Os autores concluiram que o IMUCARE
produziu impacto em varias funcbes do sistema imune, mesmo quando
incorporado em dietas complexas de composicao realistica para uso em nutricao

infantil.
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Figura 3 — Resposta imune humoral verificada com camundongos isogénicos da
linhagem A/Uni, alimentados com dietas contendo 10% de proteina, a
saber: FC (produto comercial); CM (caseina micelar); CSD
(concentrado protéico de soro doce) e CSD/CM (50:50 p/p). CFP
(células formadoras de placas). Médias seguidas por uma mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resposta similar entre os tratamentos obtida para os niveis de glutationa
hepatica foi verificada na resposta imune humoral, conforme valores apresentados
na figura 3 e na tabela 5. Os resultados obtidos com os animais dos grupos FC e
CSD néao diferiram estatisticamente entre si, enquanto a CM foi o tratamento que
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apresentou o pior resultado (44.400 células formadoras de placa/baco). As
respostas verificadas com o tratamento CSD/CM (50:50 p/p) foram maiores
(57.120 CFP/baco) do que obtidas com dieta 100% CM, o que justifica o potencial
imunomodulador verificado para o CSD (69.860 CFP/baco).

Tabela 5 - Resposta imune humoral (média + desvio padrdo) verificada com
camundongos isogénicos da linhagem A/Uni, alimentados com dietas
contendo 10% de proteina.

Tratamentos CFP/bago x 10®
FC 62,05 + 3,84 %
CM 4440+2,86°
CSD 69,86 + 6,242
CSD/CM 57,12 +4,28°

Tratamentos: FC (produto comercial); CM, caseina micelar; CSD, concentrado
protéico de soro doce; CSD/CM, concentrado protéico de soro doce/caseina
micelar (50:50 p/p). Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A figura 4 apresenta a forte correlacdo positiva (proxima a 1) verificada
entre os valores de glutationa hepatica e CFP.
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CFP =3,3395 + 9,0913 * GSH

Correlacdo: r = 0,94021
110

CFP

i i i ; . . j ~o. Regresséo
2 3 4 5 6 7 8 9 10 95% confid.
GSH

Figura 4 - Correlacdo linear entre os resultados de CFP (células formadoras de
placas) e glutationa hepatica (GSH), obtida com camundongos da
linhagem A/Uni, alimentados com dietas contendo 10% de proteina (p
< 0,05).

4.4.3 Avaliacao nutricional

O aspecto saudavel dos animais mostrou que tanto o estado de saude
como o manejo dos animais foram eficientes e que a natureza das proteinas na
dieta, ndo modificou aparentemente a saude dos mesmos. Os valores obtidos de
ganho de peso, consumo de dieta e quociente de eficiéncia alimentar encontram-
se na tabela 6 enquanto os resultados dos indices nutricionais avaliados sao

apresentados nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 6 - Ganho de peso, consumo de dieta (g) e quociente de eficiéncia
alimentar (QEA) em ratos machos Wistar, em crescimento,

submetidos a diferentes dietas (média + desvio padrao).

Tratamentos Ganho de peso (9) Consumo de dietas (Q) QEA
FC 154,17 £ 15,07 2 400,07 + 24,822 0,38+0,019°
CM 152,33 £ 13,062 451,42 +63,20° 0,34 +0,038°
CSD 169,97 + 14,18° 453,38 + 43,63° 0,38 +0,034°
CSD/ICM 162,92 £ 13,42° 449,54 + 45,612 0,36 + 0,024

Tratamentos: FC (produto comercial); CM (caseina micelar); CSD (concentrado
protéico de soro doce) e CSD/CM (50:50 p/p). Valores com letras iguais (colunas)
nao apresentaram diferencga estatistica pelo teste de Tukey (p > 0,05).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 6, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas para ganho de peso, consumo de dieta e
quociente de eficiéncia alimentar, entre os tratamentos. O mesmo se verificou para
os indices nutricionais (tabela 7).

As proteinas do soro apresentam propriedades fisiol6gicas importantes,
sendo melhor fonte de energia e de aminoacidos quando comparadas as
proteinas do ovo, carne, soja e caseina (SGARBIERI et al., 2000). Qualquer fator
que altere a digestibilidade das proteinas podera afetar seu valor nutricional e
dentre os fatores que determinam a qualidade nutricional das proteinas
encontram-se a digestibilidade, a composicio de aminoacidos e a
biodisponibilidade. A excelente eficiéncia nutricional das proteinas do soro de leite
€ responsavel pelo alto valor biolégico conferido a estas proteinas (FRIEDMAN,
1996).
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Tabela 7 - Digestibilidade aparente (Dap), valor biolégico aparente (VBap) e
balanco de nitrogénio (BN) em ratos machos da linhagem Wistar,

alimentados com dietas contendo 10% de proteina (média + desvio

padrdo).
Tratamentos Dap (%) VBap (%) BN(9Q)
FC 96,25+2,05 % 92,24+2721% 1,35+0,36°
CM 97,93+ 1,28° 92,91 +2,94° 1,38 +0,09°
CSD 95,96 + 1,342 90,03 +2,98° 1,28 +0,26°
CSD/CM 96,63 +1,90° 90,40 +4,26° 1,33+0,42°

Tratamentos: FC (produto comercial); CM (Caseina micelar); CSD (Concentrado
protéico de soro doce) e CSD/CM (50:50 p/p). Valores com letras iguais (colunas)
nao apresentaram diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os métodos biolégicos mais utilizados para determinar a qualidade protéica
ao longo dos anos tem sido o PER e o VB. O PER utiliza animais em crescimento
e avalia ganho de peso por grama de proteina ingerida. O valor bioldgico (VB)
estima o nitrogénio retido em funcdo do absorvido levando em conta
respectivamente a utilizacdo metabdlica e a digestibilidade. As principais criticas a
esses métodos sdo baseadas nas diferencas no requerimento de aminoacidos
entre ratos e seres humanos, uma vez que em humanos 0 processo de
manutencdo predomina sobre o crescimento e, por outro lado, os requerimentos
por aminoacidos sulfurados sdo maiores em ratos que em humanos (MUGHAN,
2005; SCHAAFSMA, 2005). A tabela 8 apresenta os resultados do quociente de
eficiéncia protéica (PER) obtidos com ratos machos da linhagem Wistar.
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Tabela 8 - Resultados do quociente de eficiéncia protéica (PER) obtidos com ratos
machos da linhagem Wistar (média + desvio padrao), alimentados com

diferentes dietas (fontes protéicas).

Tratamentos PER
FC 3,13+£0,16°
CM 2,78+0,312
CSD 3,06 £0,272
CSD/CM 2,96+0,22

Tratamentos: FC (produto comercial); CM (caseina micelar); CSD (concentrado
protéico de soro doce) e CSD/CM (50:50 p/p). Valores com letras iguais (colunas)
nao apresentaram diferencga estatistica pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de PER obtidos para as proteinas avaliadas nesta pesquisa, sendo
semelhantes aqueles descritos na literatura.

O valor nutricional de uma proteina (ou de uma fonte protéica) € definido
por sua capacidade de suprir os requerimentos com relacdo ao nitrogénio total e
aminodcidos. A qualidade refere-se a intensidade de utilizagdo dos aminoacidos
da dieta para a sintese protéica (MUGHAN, 2005). Nao é muito facil conceituar a
qualidade protéica. A qualidade nutricional das proteinas de soro de leite é
inquestionavel. Essa qualidade depende de sua composicdo em aminoacidos e de
sua digestibilidade, da composicdo da dieta, da saude e do estado fisiolégico e
nutricional do animal que a consome. Outro fator complicador é a habilidade que
0s animais tém para reutilizar os aminoacidos na sintese protéica (SWAISGOQD,
1996; ANTUNES, 2003).

Os requerimentos nutricionais de aminoacidos e de proteinas sao
usualmente expressos como ingestao total, sem levar em conta o fato de que nem
todos os aminoacidos presentes na dieta podem ser absorvidos e utilizados. O
conceito de biodisponibilidade para um nutriente, incluindo aminoacidos e outros

180



componentes dos alimentos expressa a proporcdo do total, no caso de
aminoacidos presentes na dieta, que pode ser absorvida e utilizada
metabolicamente. A biodisponibilidade refere-se a trés componentes:
digestibilidade, integridade quimica e auséncia de interferéncias metabdlicas
(MALCOLM; FULLER; TOME, 2005). Do ponto de vista pratico, o aspecto mais
importante da biodisponibilidade de aminoacidos e proteinas € sua digestibilidade,
referindo-se a sua utilizacdo no sistema digestério, embora os outros dois
componentes sejam também importantes para certos alimentos e métodos de
processamento. Assim, modificacdo na estrutura quimica dos aminoacidos, como
pode ocorrer apds tratamento térmico afeta a sua disponibilidade (SCHAAFSMA,
2000).

Com relacdo a outras utilizacbes para 0s componentes do soro, 0S
aminoacidos, minerais, lipidios e proteinas biologicamente ativas podem ser
utilizadas em nutricdo clinica. O suporte protéico adequado € essencial a
recuperacao poés-cirdrgica e as proteinas de soro podem exercer este efeito. Os
processos cirlrgicos sao estressantes, debilitam o organismo alterando as
defesas naturais podendo levar a possiveis complicagdes pos-cirurgicas
(MACKAY; MILLER, 2003). Pesquisas demonstraram que a utilizacdo de
lactoferrina regula a resposta imunologica exercendo efeitos protetores em
pacientes pés-cirargicos (ZIMECKI et al., 2001).

Estudos efetuados com humanos demonstraram que as proteinas de soro
melhoram a funcdo cognitiva em individuos em nivel de estresse elevado
(MARKUS; OLIVIER; HAAN, 2002). Considera-se que o nivel de serotonina
melhora a adaptacdo ao estresse e estudos propéem que o triptofano disponivel
no soro de leite pode ser usado como substrato para aumentar os niveis de
serotonina cerebrais. Nesses estudos os individuos receberam proteinas de soro
enriquecidas com o-lactalbumina devido as suas concentragdes elevadas de
triptofano (MARSHALL, 2004).

Pacientes com doencas crénicas ou agudas podem ser beneficiados pela
utilizacdo de proteinas de soro contendo imunoglobulinas, lactoglobulinas e BSA,

capazes de aumentar a imunidade, o que torna bastante interessante o uso de
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proteinas de soro por individuos com cancer ou AIDS. Por outro lado, os
aminoacidos de cadeia ramificada encontrados nas proteinas do soro sao
prontamente utilizados pelo musculo para fornecimento de energia sob condicoes
de estresse, sendo importantes para atletas, para pacientes desnutridos ou com
dieta restrita em proteina como ocorre com o doente renal em fase terminal (BELL,
2000).

Os aminoacidos de cadeias ramificadas (ACR) contidos nas proteinas do
soro exercem varios beneficios aos atletas, ajudando a minimizar as perdas
musculares sob condicées de maior catabolismo protéico promovido sob exercicio
intenso como aquelas que ocorrem com maratonistas (BLOMSTRAND;
NEWSHOLME, 1992; GERMAN; DILLARD; WALZEN, 2001).

4.5 CONCLUSAO

Os resultados, tanto os de natureza nutricional como os de estimulacao
imunoldgica, nao diferiram entre o produto comercial, e as formulagdes contendo
CSD ou CSD/CM, confirmando resultados da literatura que mostram elevado valor
nutritivo e poder imunoestimulante das proteinas do soro de leite, ao contrario da
CM que, apesar do elevado valor nutritivo, apresentou poder imunoestimulante
inferior, fato também demonstrado na literatura, para as caseinas comerciais.
Conclui-se também que o produto comercial testado apresentou elevado valor
nutritivo e imunoestimulador da producao de IgM pelas células do baco frente ao
antigeno especifico de eritrécitos de carneiro (SRBC).

Os animais que receberam os tratamentos CSD e FC apresentaram
concentracbes similares de glutationa hepatica. O tratamento CSD/CM
corresponde a uma formulacdo desenvolvida com as mesmas caracteristicas do
FC, apresentando o mesmo perfil de resposta, o que indica que a formulacao
desenvolvida poderia ser comercializada com as mesmas indicacdes de uso do
produto comercial.

Os tratamentos que continham CSD como unica fonte protéica ou como

parte de uma mistura com a CM apresentaram maior efeito imunomodulador
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conforme verificado por meio do teste de CFP, o que denota o efeito modulador
das proteinas de soro sobre o sistema imune de camundongos, tendo em vista
que o tratamento que continha somente a CM como fonte protéica, apresentou
resultados inferiores.

Todas as formulagdes avaliadas neste estudo apresentaram a mesma
qualidade nutricional, no que concerne ao ganho de peso, consumo de dieta e
quociente de eficiéncia alimentar. O mesmo se verificou para os outros indices
nutricionais avaliados. Estes resultados confirmam dados da literatura que
conferem o efeito melhorador da resposta imune atribuido as estruturas primarias
e terciarias e ao perfil de aminoacidos apresentados pelas proteinas de soro de

leite.
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