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RESUMO

A oa-lactalbumina tem sido recentemente associada com reducado de
estresse, imunomodulacdo, atividade antimicrobiana apds protedlise, propriedade
anticancer e atividade antiulcerogénica. Os objetivos deste trabalho foram definir
uma metodologia para a obtencédo da a-lactalbumina e da B-lactoglobulina a partir
de um concentrado de proteinas de soro de leite bovino e investigar a atividade
antiulcerogénica da a-lactalbumina (produzida em laboratério e uma preparagéao
comercial), da a-lactalbumina comercial hidrolisada e duas fracbes de seu
hidrolisado (F1 < 1kDa e F2 > 1kDa) na protecdo da mucosa gastrica em modelos
de Ulcera induzida por indomentacina e etanol absoluto em ratos, bem como,
avancar na investigacdo das vias metabdlicas de acgdo protetora. Para o
isolamento da a-lactalbumina e da B-lactoglobulina a partir do concentrado de soro
de leite bovino utilizou-se o sistema FPLC da Pharmacia e coluna de troca
aniénica (resina Q Sepharose fast flow), e a fracdo correspondente a o-
lactaloumina foi em seguida purificada por exclusdo molecular utilizando-se a
resina Sephacryl S-200. A B-lactoglobulina foi facilmente isolada por cromatografia
de troca ibnica apresentando-se quase homogénea e com um rendimento de 82%;
para a a-lactalbumina, foi necessaria uma etapa de purificacédo, e a proteina semi
purificada apresentou contaminantes e baixo rendimento (32%). Para avaliar a
acao antiulcerogénica da a-lactalbumina e de seus hidrolisados em modelo de
Ulcera induzido por indomentacina ou por etanol absoluto os animais receberam
duas doses das amostras teste em dias consecutivos. Para avaliar possiveis vias
de acao protetora foram estudadas suas participagdes na secrec¢ao acida gastrica
através da ligadura do piloro, a participacdo de substancias sulfidrila e
prostaglandinas na citoprotecao gastrica em modelos de Ulcera induzida por etanol
absoluto. A a-lactalbumina comercial (Davisco Foods International, INC.) foi a
amostra que apresentou maior porcentagem de inibicdo do indice de lesbes

ulcerativas no modelo de Ulcera induzida por indometacina. No modelo de Ulcera

Xiii



induzida por etanol absoluto, a o-lactalbumina (produzida em laboratério e a
comercial) e fragdes de seu hidrolisado (F1 e F2) inibiram as les6es gastricas em
niveis significativos na mesma ordem. A investigacdo das vias metabdlicas de
acao protetora, mostrarram que as amostras ndo alteraram a concentracao acida
total apés 4 horas de piloro ligado, sugerindo que a atividade antiulcerogénica
desta proteina parece nédo ser mediada pela via da secrecdo acida gastrica. A
alquilagédo de grupamentos sulfidrila, envolvidos no mecanismo de citoprotecdo
gastrica com N-etilmaleimida (NEM), eliminou o efeito protetor da a-lactalbumina e
de fracbes de seu hidrolisado a mucosa gastrica, sugerindo que a acao
antiulcerogénica parece depender da participacao destas substancias. A inibicao
da sintese de prostaglandina pela indometacina, bloqueador da sintese de
prostaglandinas pela inibicdo da ciclooxigenase, ndo impediu que a a-lactalbumina
(produzida em laboratério e a comercial) e a fracdo do hidrolisado de peso
molecular >1kDa protejesse a mucosa gastrica a niveis significativos, sugerindo
uma menor dependéncia de prostaglandina para a acdo protetora dessas
amostras. Ja a fracdo do hidrolisado de peso molecular <1kDa perdeu sua
atividade, evidenciando a participacao de prostaglandinas na citoprotecao gastrica
por esta fracao peptidica. A confirmacdo do envolvimento de prostaglandinas no
mecanismo de acao antiulcerogénica por peptidios derivados da a-lactalbumina foi
realizada através da quantificacdo do muco gastrico e da determinacdo da
concentracdo de PGE, na mucosa gastrica. Os resultados obtidos sugerem que
ha um conjunto de mecanismos envolvidos na protecdo exercida pela o-
lactaloumina e fragdes de seu hidrolisado enzimatico sobre a mucosa gastrica,
sendo estes, a participacdo de substancias sulfidrila e aumento dos niveis de
prostaglandina E> na mucosa gastrica.
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ABSTRACT

The a-lactaloumin has been recently associated with reduction of stress,
immunomodulation, antimicrobial activity after proteolysis, anticancer and
antiulcerogenic activity. The purpose of this work was to define a methodology for
obtaing a-lactalbumin and B-lactoglobulin from a bovine whey protein concentrate
and to investigate the antiulcerogenic activity of the a-lactalbumin (produced in
laboratory and a commercial preparation — Davisco Foods International, INC.), of
the hidrolyzed commercial a-lactalboumin and two fractions of this hidrolysate
(F1<1kDa and F2 >1kDa), in the protection of gastric mucosa induced by
indomethacin or absolute ethanol induced ulcer in rats, as well as, to advance in
the inquiry of the metabolic pathways of protective actions. For the isolation of the
a-lactalbumin and of B-lactoglobulin from the bovine whey protein concentrate a
Pharmacia FPLC system with anion exchange column (Q-Sepharose fast flow
resin) was used. Alpha-lactalbumin was further purified by molecular exclusion
chromatography using Sephacryl S-200 column. The B-lactoglobulin was easily
isolated from ionic exchange chromatography presenting good purity and 82%
yield; for the a-lactalbumin, a second stage of purification was necessary, and the
partially purified protein still presented some contaminants and a low yield (35%).
To evaluate the antiulcerogenic action of the a-lactalbumin and its hidrolysates for
indomethacin and absolute ethanol induced ulcer in rats, the animals received two
doses of the samples in consecutive days. To determine possible mechanisms of
protection to the gastric mucosa, the effect in the gastric acid secretion through the
tied piloro technique, the participation of sulfhydryl substances and prostaglandins
were studied. For the indomethacin induced ulcer only the commercial o-
lactaloumin inhibited the gastric injuries, while in the absolute ethanol induced ulcer
all the samples were able to reduce the gastric injuries at significant levels. The
inquiry of the metabolic pathways of protective action showed that the samples did
not modify the concentration of the total acid after 4 hours tied piloro, suggesting
that the antiulcerogenic activity of these proteins and peptides seem not to be
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mediated by the mechanism of gastric acid secretion. The alkylation of sulfhydryl
groups with N-ethylmaleimide (NEM), partially eliminate the protective effect of the
o-lactaloumin and its hidrolysates on the gastric mucosa, suggesting the
participation of these groups in the antiulcerogenic action. The inhibition of the
prostaglandin synthesis with indomethacin did not eliminate the protection offered
by a-lactalbumin and the hydrolysate fraction of molecular weight > 1kDa. However
the protection offered by the hydrolysate fraction of molecular weight < 1kDa was
completely neutralysed by the indomethacin cycloxygenase inhibition, suggesting
that o-lactaloumin low peptides seem to protect the gastric mucosa via the
prostaglandin cycle. The confirmation of the envolvement of prostaglandins in the
mechanism of antiulcerogenic action by a-lactalbumin peptides was substanciated
through the quantification of gastric mucus and the determination of the PGE;
concentration in the gastric mucosa. These results suggest that there are more
than one mechanism for the stomach cytoprotection against ulcerogenic factors by
o-lactalbumin and its hydrolysates. While intact a-lactaloumin and high molecular
weight peptides seem to depend on the sulfhydryl groups for protection, low
molecular weight peptides (MW < 1kDa) seem to act by stimulation of
prostaglandin synthesis.
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INTRODUGAO GERAL

INTRODUCAO GERAL

Por muito tempo se pensou que as proteinas alimentares tinham somente a
funcéo de fornecer aminoacidos para o organismo construir novos tecidos. Hoje se
sabe que, durante o processo digestivo, as proteinas geram peptidios que podem
cumprir outras funcdes, antes de renderem seus aminoacidos para nutrir os
tecidos (AMAYA-FARFAN, 2003).

Os recentes avangos na bioguimica nutricional e pesquisas biomédicas tém
ajudado a desvendar as complexas relacdes existentes entre nutricdo e doencas,
sugerindo que proteinas dos alimentos e peptidios derivados, tanto no processo
digestivo como na protedlise in vitro, podem desempenhar fungdes importantes na
prevencao e/ou tratamentos de condicdes patoldégicas provenientes da
desnutricdo, de agentes patoldgicos e injurias. Alguns desses agentes funcionais
poderiam ser importantes na preservacao da saude, na promog¢ao do bem-estar e
no aumento da longevidade (SGARBIERI, 2000).

As proteinas do soro possuem propriedades que resultam em possiveis
funcdes bioldgicas benéficas a saude humana, como o fortalecimento do sistema
imunolégico (WONG, WATSON, 1995) e a diminuicdo do risco de doencas

degenerativas como certos tipos de cancer (BOUNOUS, 2000).

A o-lactalbumina, segunda proteina mais abundante no soro de leite, tem
sido recentemente associada com reducdo de estresse (MARKUS et al., 2000),
propriedade anticancer com a o-lactalbumina humana (SVENSSON et al., 1999;
SVENSSON et al., 2000), imunomodulacdo (MONTAGNE et al., 2000) e atividade
antimicrobiana apos protedlise (PIHLANTO-LEPPALA et al., 1999; PELLIGRINI et
al., 1999).
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A o-lactalbumina tem mostrado diferentes fungdes biol6gicas dependendo
do estado conformacional (SVENSSON et al., 2000). Recentemente, foi
demonstrado que algumas variantes enoveladas “folding variants” da a-
lactalbumina apresentam atividade bactericida (HAKANSSON et al.,, 2000) e
podem induzir a morte celular de células tumorais (HAKANSSON et al., 1995;
SVENSSON et al., 1999).

Entre outras propriedades, as proteinas do soro e a a-lactalbumina, vem se
destacando em um dos problemas que afeta um grande nimero de pessoas, a
Ulcera gastrica. Foi demostrado recentemente que concentrados de proteinas de
soro de leite (ROSANELI, 2002; ROSANELI et al., 2002) e a o-lactalbumina
(MATSUMOTO et al., 2001) apresentaram atividade antiulcerogénica em modelos
de Ulcera gastrica induzida em ratos. Os mecanismos pelos quais estas proteinas
protegem a mucosa gastrica ndo estdo totalmente elucidados. Entretanto, foi
observado que ha a participacdo da sintese da glutationa (ROSANELI, 2002;
ROSANELI et al.,, 2002) e a sintese de prostaglandinas (MATSUMOTO et al.,
2001; USHIDA et al., 2003).

Os objetivos desta pesquisa foram: a) padronizar uma metodologia para o
isolamento e purificacdo das duas principais proteinas do soro de leite bovino, isto
€, a o-lactalbumina e a B-lactoglobulina; b) comparar a bioatividade da a-
lactaloumina e da B-lactoglobulina intacta e seus hidrolisados na inibicdo da Ulcera
gastrica induzida por diferentes agentes ulcerogénicos; c) determinar as possiveis
vias de acao especificas destes componentes na protecdo da mucosa gastrica em
ratos.

O presente trabalho esta dividido em trés capitulos. O capitulo 1, aborda
uma revisao da literatura sobre as proteinas do soro de leite bovino, bem como, as
suas principais propriedades. Aborda também a Ulcera gastrica, fatores que levam
ao seu desenvolvimento e 0s principais citoprotetores da mucosa gastrica. O

capitulo 2, trata da obtencédo da a-lactalbumina e B-lactoglobulina por métodos
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cromatograficos e a hidrélise enzimatica da a-lactalbumina com pancreatina em
“pH-stat” e seu fracionamento para posterior utilizacado em testes bioldgicos. E o
capitulo 3, refere-se a acdo antiulcerogénica da a-lactaloumina e de seus
hidrolisados em modelos de Ulcera induzidas por indometacina e etanol absoluto,

e a investigacao de provaveis vias de acao protetora.
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CAPITULO 1

CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

1.1 Proteinas do soro de leite

O leite é reconhecido como uma excelente fonte de proteinas (MILLER et
al., 2000) constituindo uma das principais fontes de proteinas na alimentacéo de
animais jovens e de humanos de todas as idades (SGARBIERI, 1996). O leite
bovino contém aproximadamente 3,2% de proteinas (FOX, McSWEENEY, 1998),

sendo que 80% sao caseinas e 20% sao proteinas do soro.

As proteinas do soro de leite sdo compostos nitrogenados remanecentes no
liguido sobrenadante ap6s separacao da caseina. Quando a remocao da caseina
¢ feita através da precipitacdo acida no ponto isoelétrico, pH 4,6 a 20°C (NAKAI,
MODLER, 1996), o soro € denominado “soro acido”; porém ao ser feito o processo
de coagulacédo pela acdo da enzima renina, € denominado “soro doce” (FOX,
McSWEENEY, 1998).

1.2 Componentes das proteinas do soro

O soro, contém como proteina basicamente a B-lactoglobulina (B-Lg) e a a-
lactalbumina (a-La), e outras proteinas presentes em menor quantidade, como a
soroalbumina bovina (BSA), imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM), proteose-peptonas,
lactoferrina e transferrina (MILLER et al., 2000). A Tabela 1.1 apresenta alguns

parametros fisico-quimicos das proteinas do soro de leite.
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Tabela 1.1- Parametros fisico-quimicos das proteinas do soro de leite de acordo
com McKenzey (citado por HAHN et al., 1998).

Proteinas Concentracao (g/L) Massa molecular Ponto isoelétrico
KDa pl
B-lactoglobulina 3-4 18,4 5,2
o-lactaloumina 1,5 14,2 4,7 -5,1
Soroalbumina 0,3-0,6 69 4.9
lgG, IgA, IgM 0,6-0,9 150 — 900 58-7,3
Lactoperoxidase 0,06 78 9,6
Lactoferrina 0,05 78 8,0
Proteose-Peptona 0,5 4-20

e pB-Lactoglobulina

A B-lactoglobulina é a proteina mais abundante representando
aproximadamente 50% do total das proteinas do soro de leite e 12% do total das
proteinas do leite (FOX, McCSWEENEY, 1998). A B-lactoglobulina é uma proteina
globular, com estrutura primaria de 162 residuos de aminoacidos e peso molecular
de 18,4 kDa. O monémero da B-lactoglobulina tem uma sulfidrila livre e duas
pontes dissulfeto (NAKAI, MODLER, 1996). E uma proteina rica em aminodcidos
sulfurados que Ihe garante alto valor nutritivo. A B-lactoglobulina pode se ligar ao
retinol protegendo-o contra oxidacbes (FOX, McSWEENEY, 1998).

A conformacéao da B-Lg é dependente do pH (IMAFIDON et al., 1997). Entre
valores de pH de 5,2 e 7,2, esta proteina apresenta-se como dimero com peso
molecular de 36,0 kDa (NAKAI, MODLER, 1996). Em pH baixo, ocorre associacao
com formagdo de octameros, e em alta temperatura o dimero se dissocia
liberando monémeros. Sua solubilidade depende do pH e da carga ibnica, mas

nao precipita com a acidificacao do leite (WALSTRA et al., 1999).
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e o-Lactalbumina

A o-lactalbumina é a segunda proteina quantitativamente mais
representativa do soro, perfazendo aproximadamente 20% das proteinas do soro
bovino e 3,5% do total das proteinas do leite (FOX, McSWEENEY, 1998), sendo a
proteina de menor peso molecular e a menos resistente a temperatura (IMAFIDON
et al., 1997).

A o-lactalbumina tem um elevado conteldo do aminoacido triptofano (4
residuos por mol), que é um precursor da niacina (MILLER et al., 2000). E uma
proteina rica em aminoacidos sulfurados, principalmente cisteina (4 pontes
dissulfeto intramolecular por mol) e metionina. Todos os residuos de aminoacidos
sulfurados estdo envolvidos por pontes dissulfeto intramolecular, ligando os
residuos de cisteina 6-120, 28-111, 61-77 e 73-91 (MORR, HA, 1993; FOX,
McSWEENEY, 1998).

Em nivel de estrutura terciaria a a-lactaloumina € uma proteina globular
compacta consistindo, de 26% de a-hélice, 14% de estrutura- e 60% de outras
estruturas. A estrutura terciaria € muito similar a lisozima (FOX, McSWEENEY,
1998). Sua funcao bioldgica inclui a participacdo na sintese da lactose, atuando
como coenzima (WALSTRA et al., 1999).

A o-lactalbumina apresenta alta afinidade por Ca®** e outros cations
divalentes (REN, STUART, ACHARYA, 1993), sendo a ligacdo com Ca?'
conhecida por estabilizar a conformacédo do dominio da folha B da a-lactalbumina
(PERMYAKOV, BERLINER, 2000). As caracteristicas fisicas e propriedades de
enovelamento “folding” sao significativamente afetadas por especificas interacbes
com Ca®. A remocdo da ligacdo com Ca®** diminui consideravelmente a
estabilidade térmica da o-lactalbumina, mas a proteina retém essencialmente a
mesma conformacao nativa (PFEIL, SADOWSKI, 1985).
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A o-lactalbumina é reconhecida por formar uma variedade de estados
enovelados “folding” sob diferentes condigcbes do solvente. Um estado parcial
desenovelado “unfolding”, o estado “apo”, é formado em pH neutro quando o ion
Ca®* é removido por EDTA (KUWAJIMA et al., 1985; PFEIL, 1987; KUWAJIMA,
1996). O estado “apo” conserva essencialmente a estrutura secundaria, mas
apresenta flutuacées na estrutura terciaria (DOLGIKH et al., 1981).

A o-lactalbumina € uma das proteinas mais estudadas para entender o
mecanismo de estabilidade protéica, de enovelamento/desenovelamento “folding”
e “unfolding” (CHANG, BULYCHEV, LI, 2000). Sob uma variedade de condicoes,
como em: baixo pH (DOLGIKH et al., 1985); alta temperatura (VANDERHEEREN,
HANSSENS, 1994); ou em moderadas concentracdes de desnaturantes, tal como
hidrocloreto de guanidina (KUWAJIMA, 1989) a o-lactalbumina adota uma
estrutura conformacional parcial denominada “molten globule”. A remocao da
ligacdo de Ca®** em pH neutro e baixa forca idnica pode produzir um estado
intermediario termodindmicamente equivalente a este estado de “molten globule”
(KUWAJIMA, 1996).

O estado “molten globule” da a-lactaloumina é caracterizado por um alto
grau de estrutura secundaria como a nativa e uma estrutura tercearia flexivel
(DOLGIKH et al., 1981; KUWAJIMA, 1989; PTITSYN, 1995). O estado “molten
globule” tem surgido como um intermediario no equilibrio cinético entre o estado
nativo e desenovelado para um variado numero de proteinas globulares que
podem ser estaveis sob certas condicées (ARAI, KUWAJIMA, 2000).

A estrutura do estado “molten globule” da a-lactaloumina é altamente
heterogénea, tem a estrutura predominante em a-hélice formada principalmente
por interagdes hidrofébicas fracas, enquanto o dominio em folha [ ¢é
significativamente mais desenovelado (KUWAJIMA, 1996). Para KUWAJIMA
(1996), a a-lactalbumina exibe o mais bem caracterizado estado “molten globule” e

€, o melhor modelo de proteina para estudos do enovelamento de proteinas.
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e Soroalbumina

A soroalbumina é derivada diretamente do sangue e representa de 0,7 —
1,3% das proteinas do soro de leite (NAKAI, MODLER, 1996). Sua molécula
apresenta 582 residuos de aminoacidos e peso molecular de 66 kDa. A molécula
contém 17 ligagOes dissulfeto e uma sulfidrila livre (FOX, McCSWEENEY, 1998).
Nao se conhece nenhuma funcgao biolégica especifica para a soroalbumina, a ndo
ser a de transportar nutrientes hidrofébicos na corrente sangiinea.

¢ Imunoglobulinas

As imunoglobulinas representam de 1,9 — 3,3% do total das proteinas do
leite e sdo derivadas do soro sanguineo (NAKAI, MODLER, 1996). As
imunoglobulinas apresentam-se em trés classes distintas: IgM, IgA e IgG (IgG; e
lgG2), sendo a IgG; a principal imunoglobulina presente no leite bovino e no
colostro (NAKAI, MODLER, 1996), enquanto que no leite humano é a IgA. A
funcéao fisiolégica das Igs é fornecer varios tipos de imunidade ao corpo. As Igs
consistem de duas cadeias polipeptidicas pesadas e duas cadeias leves que estao
ligadas por pontes dissulfeto (FOX, McSWEENEY, 1998).

e Lactoferrina

A Lactoferrina é uma proteina que se liga ao ferro e esta presente no soro
de leite bovino em uma concentracdo de aproximadamente 0,1 mg/mL (FONSECA
et al.,, 1999). Esta proteina também tem propriedades bacteriostaticas (NAKAI,
MODLER, 1996), atuando como inibidor de muitas bactérias inclusive Bacillus
Stearothermophilus e Bacillus subtilis. A inibigdo é causada pela remogéo do ion
ferro presente no soro. Esta presente no leite bovino em baixa concentracao e no

leite humano em concentracées mais elevadas (WALSTRA et al., 1999).

Estao também presentes, no soro de leite bovino, pequenas quantidades de
substancias bioativas, incluindo horménios, fatores de crescimento e citocinas, em
concentracdes que podem ter consideravel significado fisiolégico (McINTOSH et
al., 1998).
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1.3 Propriedades das proteinas do soro

O soro de leite é formado por um grupo heterogéneo de proteinas com
caracteristicas especiais (PARODI, 1998), além da grande importancia na
alimentacdo, apresentam uma rica e variada mistura de proteinas com
propriedades quimicas, fisicas, funcionais tecnoldgicas e fisiologicas (McCINTOSH
et al., 1998).

Com base nestas propriedades, cada vez mais as proteinas individuais e o
concentrado protéico de soro de leite vém despertando particular interesse da
industria e outros 6rgdos envolvidos no desenvolvimento de formulacées de
alimentos. Estas propriedades sdo importantes em duas areas: na nutricao,
especialmente no fornecimento de energia € no suprimento de importantes
aminoacidos essenciais para o crescimento, saude e reparagao celular; na area da
funcionalidade, onde incluem propriedades fisicas importantes para a textura,
estrutura e aparéncia global dos alimentos, tal como a formacao de gel, espuma,
retencdo de agua; e propriedades fisiolégicas ou biolégicas com efeitos
terapéuticos (REGESTER et al., 1996).

Estudos experimentais e epidemiol6gicos sugerem que dietas contendo
proteinas do soro de leite exercem efeitos inibitérios no desenvolvimento de varios
tipos de patologias, como cancer (BOUNOUS, BATIST, GOLD, 1991). Estudos
realizados por BOUNOUS, KONGSHAVN, GOLD (1988) e WONG, WATSON
(1995) mostraram que as proteinas do soro podem elevar a resposta imune tanto
celular como humoral. Em estudos realizados pelos mesmos pesquisadores, foi
observado que as proteinas do soro desencadearam uma resposta imune
significativamente maior quando comparados com dietas contendo caseina ou

proteinas de soja.

A investigacdo do mecanismo pelo qual as proteinas do soro de leite

estimulam o sistema imune concentra-se no papel desempenhado pelos seus
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aminodcidos. As proteinas do soro contém substancialmente mais cisteina em
relagdo a caseina. A cisteina é considerada como um substrato limitante para a
sintese da glutationa que é necessaria para a proliferacdo de linfécitos
(BOUNOUS, BATIST, GOLD, 1989; ANDERSON, 1998).

A glutationa é composta por trés aminoacidos, acido glutamico, cisteina e
glicina, formando o tripeptidio y-glutamilcisteinilglicina (ANDERSON, 1998). E uma
molécula amplamente distribuida nas células de todo o organismo e desempenha
varias funcoes de defesa celular incluindo protecdo contra estresse oxidativo,
possui efeitos desintoxicantes e antioxidantes, capazes de proteger o organismo
de doengas como o cancer (BOUNOUS, BATIST, GOLD, 1991; BARUCHEL et al.,
1995; REGESTER et al., 1996; ANDERSON, 1998; BOUNOUS, 2000). Estudos
tém mostrado que dietas de proteinas do soro resultam no aumento da
concentragao de glutationa em diversos tecidos, e muitos dos efeitos benéficos,
atribuidos as proteinas do soro de leite, sdo anulados pela inibicdo da sintese da
glutationa (BOUNOUS, BATIST, GOLD, 1989;1991).

1.4 Propriedades da a-Lactalbumina

Suplementacao Protéica

A a-lactalbumina bovina, por apresentar um conteudo maior de cisteina e
triptofano em relacdo as proteinas do leite humano, é recomendada como
suplemento protéico em formulas infantis (HEINE, KLEIN, REEDS, 1991). A
cisteina € considerada como o substrato limitante para a sintese da glutationa, que
€ um importante elemento do sistema antioxidante (HEINE, KLEIN, REEDS, 1991)
e esta envolvida no transporte de aminoacidos (ANDERSON, 1998). O triptofano é
o precursor do neurotransmissor serotonina e do horménio neurosecretor
melatonina. A serotonina e a melatonina regulam muitos efeitos neuro-
comportamentais tal como apetite, saciedade, humor, modulador das vias senso-
perceptivas (interfere no limite da sensacdo da dor), € o ritmo para dormir e
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acordar (YOGMAN, ZEISEL, ROBERTS, 1982; HEINE, KLEIN, REEDS, 1991;
LIEN, 2003).

Atividade Antiestresse

O alto conteudo de triptofano na a-lactalbumina tem mostrado que esta
proteina reduz a vulnerabilidade ao estresse, varios pesquisadores observaram
um aumento significativo nas concentragdes de triptofano no plasma em relacao a
soma de outros aminoacidos neutros (leucina, isoleucina, valina, tirosina,
triptofano e fenilalanina) apos individuos do sexo masculino altamente vulneraveis
ao estresse, consumirem dieta de a-lactalbumina. O aumento da concentragéo de
triptofano no plasma em relacdo a soma de outros aminoacidos neutros foi
considerado um fator indireto do aumento das fungcdes da serotonina no cérebro.
O resultado sugere que dietas protéicas ricas em a-lactalbumina melhorem o
desempenho cognitivo de pessoas vulneraveis ao estresse por aumentar o
conteudo de triptofano no cérebro e a atividade da serotonina (MARKUS et al.,
2000; MARKUS, OLIVIER, HAAN, 2002). MARKUS, OLIVIER, HAAN (2002).

Apoptose de Células Tumorais

Varios estudos tem mostrado que as proteinas do soro tem efeitos
inibitérios no desenvolvimento de varios tipos de patologias, incluindo atividade
antitumoral. Esta propriedade também foi recentemente identificada na a-
lactalbumina humana. HAKANSSON et al. (1995), identificaram um complexo de
o-lactalbumina, formado por precipitacdo acida da caseina de leite humano,
caracterizada como uma forma multimérica da a-lactalbumina humana, que induz
a apoptose em células tumorais e células imaturas. SVENSSON et al. (1999)
através de uma comparacao entre a-lactalbumina nativa monomérica e na forma
“‘molten globule” mostraram que a fracdo ativa, ou seja, a fracdo que induz a
apoptose em células tumorais, contém oligdmeros de a-lactalbumina que sofreram
uma alteracao conformacional para o estado “molten globule”. Para SVENSSON
et al. (1999) a a-lactalbumina é o exemplo de uma proteina que pode adquirir

diferentes funcdes dependendo do seu estado de enovelamento.

18



CAPITULO 1

Foi demostrado recentemente por SVENSSON et al. (2000) que variantes
conformacionais estaveis de uma proteina podem apresentar distintas regides
funcionais e desta forma, diferir na atividade bioldégica da forma nativa. Se
variantes enoveladas de o-lactalboumina diferem na atividade biolégica, sera
possivel converter a a-lactaloumina nativa para a forma ativa que induz a

apoptose, alterando sua conformacao (SVENSSON et al., 2000).

Atividade Bactericida

HAKANSSON et al., (2000) identificaram uma variante enovelada da o-
lactalbumina com forte atividade bactericida contra Streptococcus pneumoniae. O
composto ativo que apresenta atividade bactericida foi isolado da caseina de leite
humano por cromatografia de troca ibnica seguida de cromatografia de exclusdo
molecular. Os autores demostraram que a forma ativa da molécula estava em um
estado enovelado diferente, com estrutura secundaria idéntica a a-lactalbumina do
soro de leite humano, mas com flutuacdes na estrutura terciaria. A a-lactalbumina
nativa pode ser convertida para a forma bactericida ativa. Essa conversao requer
que a proteina esteja no estado “apo” e na presenca de um composto

estabilizador presente na caseina, identificado como um &cido graxo C18:1.

Peptidios com Propriedades Antibacteriana

As proteinas do leite, além do seu papel nutricional, sdo proteinas que tem
importancia fisiolégica e sdo uma fonte de peptidios biologicamente ativos. Estes
peptidios, que se encontram inativos dentro da seqliencia da proteina precursora,
podem ser liberados das proteinas do leite na hidrélise enzimatica durante a
digestdo gastrointestinal ou durante processamento dos alimentos
(TESCHEMACHER, KOCH, BRANTL, 1997).

PELLIGRINI et al. (1999) demonstraram que a digestao proteolitica de o-
lactalbumina por tripsina e quimotripsina produz trés peptidios com propriedades
bactericidas. Segundo os autores, os polipeptidios na maioria das vezes, sao
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ativos contra bactérias gram-positivas, sugerindo uma possivel fungao
antimicrobiana da a-lactalbumina apds sua digestao parcial por endopeptidases do
sistema digestivo.

PIHLANTO-LEPPALA et al., (1999) observaram que a a-lactalbumina e B-
lactoglobulina hidrolisada por diferentes enzimas proteoliticas apresentaram
atividade antibacteriana. A a-lactalbumina e a B-lactoglobulina apresentaram a
maior inibicdo da atividade bioluminescente da E. coli JM103 quando essas
proteinas foram hidrolisadas a um grau de hidrélise aproximado de 20% e 15%,
respectivamente. Os autores atribuiram a atividade a presenca de peptidios com
diferentes sequéncias.

Atividade Antiulcera

Desde 1987, o leite é reconhecido por ser eficiente na prevencao de Ulceras
induzidas experimentalmente por irritantes como o etanol, &cido cloridrico, aspirina
e estresse (DIAL, LICHTENBERGER, 1987).

ROSANELI, (2002) demostrou que o concentrado de soro de leite
apresenta atividade antitlcera em modelos de Ulcera induzida por etanol e
indometacina, demostrando ainda que o efeito gastroprotetor do concentrado
protéico de soro foi mais eficaz a partir da segunda dose administrada. Observou-
se que, as substancias sulfidrilas participaram na citoprotecdo da mucosa gastrica.
MATSUMOTO et al. (2001) identificaram que a a-lactalbumina tem marcante
atividade antitlcera, e sugere que essa proteina pode proteger a mucosa gastrica
contra injurias, em parte através do estimulo a producao de prostaglandinas.

1.5 Ulcera gastrica e citoprotetores da mucosa gastrica

O estébmago € dividido em quatro regides anatémicas, cardia, fundo, corpo
e antro, que sao revestidas pela mucosa gastrica constituida de uma série de

depressoes e glandulas. Nas depressdes estdo as células epiteliais superficiais,
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enquanto que as glandulas sao constituidas por trés tipos distintos de células. As
parietais que sdo as responsaveis pela secrecao de acido, as enddcrinas pela
secrecdo de muco e as principais que secretam o pepsinogénio. As células
parietais e as células principais estdo localizadas principalmente no fundo e no
corpo. Ja no antro, estao localizadas as células G responsaveis pela secrecéao de
gastrina (WINGATE, 1986).

As paredes gastricas sdo constituidas de quatro camadas dispostas em
superposicdo na seguinte ordem, de fora para dentro: serosa, muscular,
submucosa e mucosa. A mucosa gastrica € uma das mais importantes do
organismo, por suas fungdes, sua estrutura e pelos processos patoldgicos que
nela se desenvolvem (MELO et al., 1993). A mucosa gastrica é constantemente
exposta a varios irritantes, mas ela mantém a sua integridade devido a varias
linhas de defesa, incluindo secrecdo muco-bicarbonato, hidrofobicidade da
mucosa, alto fluxo sangliineo na mucosa, estabilizacao de lisossomos nos tecidos,
manutencao de substancias sulfidrilas na mucosa, e rapida proliferacéo e remocéao
de células da mucosa (KONTUREK, 1990).

A mucosa gastrica excreta para a luz do tubo digestivo substancias que
atendem a diversas finalidades. Entre elas, incluem-se o &cido, o muco,
bicarbonato e substancias antibacterianas como imunoglobulinas e lactoferrina, as
quais, constituem o primeiro nivel de defesa da mucosa gastrica (WALLACE,
CHIN, 1997). A protecdo da parede do estdmago é feita principalmente pela
barreira de muco constituida por agua, mucopolissacaridios e eletrdlitos
(bicarbonato, sédio, potassio, cloreto, fosfato e sulfato) (PETROIANU, MELO,
CASTRO, 1993). O muco e o bicarbonato formam uma camada gelatinosa imével
que protege a mucosa da acao do suco gastrico por neutralizar o acido cloridrico
(ALLEN et al., 1993). Os ions bicarbonato ficam presos no muco, criando um
gradiente de pH de 1-2 na luz para 6-7 ao nivel da superficie da mucosa (RANG,
DALE, RITTER, 1997). A regulacao da secrecdo acida pelas células parientais é
particularmente importante nos tratamentos da Ulcera péptica. A terapia anti-
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secretora para Ulcera péptica procura reduzir a secrecdo do acido com
antagonistas dos receptores de H, ou inibidores da bomba de proétons, e/ou
neutralizacéo do acido secretado, com antiacidos (RANG, DALE, RITTER, 1997).

O fluxo sangliineo é essencial para muitos mecanismos de protecédo
(ABDEL-SALAM et al., 2001). A microcirculagdo também contribui para a defesa
da mucosa gastrica, e é significativamente regulada pelo sistema nervoso. O
sangue dilui e/ou neutraliza acidos/toxinas e previne sua acumulacao no tecido da
mucosa (WALLACE, CHIN, 1997). As lesbGes produzidas por agentes tdxicos
podem resultar no acumulo de radicais livres tdxicos nas células da mucosa
(SZABO, TRIER, FRANKEL, 1981). As substancias sulfidrilas (SH) sao alguns dos
agentes protetores intracelulares e extracelulares mais amplamente distribuidos
no organismo, e estao envolvidos na protecao contra agentes quimicos de inducao
de lesdes na maioria dos orgaos e tecidos (SZABO, TRIER, FRANKEL, 1981;
SZABO, 1984; KONTUREK et al., 1987; KONTUREK, 1990; SZABO et al., 1992).

Os efeitos benéficos das sulfidrilas (SH) sdo usualmente atribuidas a
glutationa, que € a maior fracdo de grupos sulfidrila ndo protéicos, embora os
grupos SH das proteinas também sejam cruciais para a manutencdo da
integridade e permeabilidade da membrana celular, tanto para liberagdo como
para a atividade de certas enzimas e peptidios reguladores (SZABO, TRIER,
FRANKEL, 1981; SZABO, 1984; SZABO et al., 1992). A glutationa e os grupos SH
das proteinas podem atuar diretamente como antioxidantes, sequestrantes
(scavengers) de radicais livres e reguladores da integridade da membrana, e das
atividades secretoras e enzimaticas (SZABO et al., 1992). A glutationa é um dos
protetores quimicos enddgenos da mucosa gastrica, assim como as
prostaglandinas. A deplecdo destes agentes agrava Ulceras e erosdes gastricas
induzidas por agentes quimicos e estresse. A gastroprotecado pode ser encontrada
mesmo na presenca de baixas concentracdes de glutationa e prostaglandinas na

mucosa, indicando que outros agentes quimicos de protecdo (poliaminas, fatores
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de crescimento, neurotransmissores, esterdides) também estdo presentes e

atuantes no estémago (SZABO et al., 1992).

Lesdes induzidas por etanol diminuem a concentracdo de SH de natureza
nao protéica na mucosa gastrica, consequentemente diminui a citoprotecao da
mucosa. A ocorréncia natural de aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina) e
sulfidrilas sintéticas (cisteaminas) previne estas lesdes (SZABO, TRIER,
FRANKEL, 1981).

As prostaglandinas, presentes em pequenas quantidades em quase todos
os tecidos do corpo, exercem importantes efeitos intracelulares e algumas delas
sao liberadas nos liquidos teciduais locais € no sangue, tanto em condicoes
fisiolégicas quanto patolégicas (GUYTON, HALL, 1997).

As familias das prostaglandinas (PG), leucotrienos e compostos
relacionados sdo chamados de eicosandides, pois sdo derivados dos acidos
graxos essenciais compostos de 20 carbonos, que contém 3, 4 e 5 duplas ligacdes
(MORROW, ROBERTS, 2001). O &cido araquidénico € o precursor da classe
predominante das prostaglandinas, que é derivado do &cido linoléico dietético, ou
ingerido como um composto da dieta (MORROW, ROBERTS, 2001).

A sintese das prostaglandinas é executada em etapas por um complexo de
enzimas microssomais. A primeira enzima nesta sintese é a sintase do
endoperdxido da prostaglandina, também chamada de ciclooxigenase dos acidos
graxos (MORROW, ROBERTS, 2001). Existem duas isoformas dessa enzima,
ciclooxigenase-1 e ciclooxigenase-2 (SMITH et al., 1996). As ciclooxigenases
apresentam duas atividades distintas: uma atividade de sintase dos
endoperdxidos, que oxigena e forma estruturas com anel fechado a partir do &cido
graxo precursor nao-esterificado para formar o endoperoxido ciclico PGG; e uma
atividade de peroxidase, que converte a PGG em PGH. As PGG e PGH séao

quimicamente instaveis, porém podem ser transformadas enzimaticamente em
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varios produtos, incluindo prostaciclinas (PGl,), tromboxana, prostaglandinas E, F
ou D (MORROW, ROBERTS, 2001). O esquema que segue, esta representando a

formacgao de prostaglandinas.

Fosfolipidios

Fosforilase A,

Acido araquidénico

Ciclooxigenase

PGG>
Peroxidase
PGH>
Prostaciclina Sintase
PGE> PGD, PGF5, PGl,

As prostaglandinas E, e |, predominantes, sintetizadas pela mucosa
gastrica (BRUNTON, 1996), inibem a secrecdo acida do estbmago estimulada
pela alimentagdo, histamina ou gastrina. O volume das secrecdes, a acidez e o
conteudo de pepsina sdo também reduzidos pelas prostaglandinas provavelmente
por uma acao exercida diretamente sobre as glandulas secretoras. Além disso,
essas prostaglandinas sao vasodilatoras na mucosa gastrica e a PGl pode estar
envolvida na regulacao local do fluxo sanguineo (MORROW, ROBERTS, 2001).
As prostaglandinas também estimulam a secrecdo de muco e bicarbonato pelas
células epiteliais superficiais adjacentes, contribuindo para os efeitos
citoprotetores de prostaglandinas endbégenas da série E (ROBERT, 1979;
BRUNTON, 1996). Estes efeitos ajudam a manter a integridade da mucosa
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gastrica e sao descritos como propriedades citoprotetoras das PGEs (ROBERT,
1979; KONTUREK, 1990; MORROW, ROBERTS, 2001).

A presenca de prostaglandinas nas células parece ser necessaria para as
células epitelias gastrointestinais manterem sua integridade. Se o conteudo de
prostaglandinas for reduzido por pré-tratamentos com compostos anti-
inflamatérios néo esterdides ou um corticosterdide, estas células se tornam
vulneraveis podendo nao resistir aos efeitos prejudiciais causados pelo acido,
pepsina e substancias ingeridas (VANE, 1971; ROBERT, 1979).

Acredita-se que a ulcerogénese péptica (gastrica ou duodenal) pode ser
causada por um desequilibrio entre os fatores agressivos (acidos, pepsina,
infeccdo por Helicobacter pylori) e as defesas locais da mucosa (secrecao de
muco e bicarbonato, fluxo sanglineo e prostaglandinas PGE, e PGly) (BRUNTON,
1996). Os agentes antiulcerogéncos estdo envolvidos na reducdo de fatores
agressores ou no fortalecimento das defesas da mucosa gastrica com o0s
chamados agentes citoprotetores (MORIMOTO et al., 1991; BRUNTON, 1996).
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO DA a+LACTALBUMINA E DA S LACTOGLOBULINA
POR CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA E PURIFICACAO DA
a-LACTALBUMINA POR EXCLUSAO MOLECULAR

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a atividade antiulcerogénica da a-lactalbumina,
tanto da proteina intacta como de seus hidrolisados, na inibicado da Ulcera gastrica
induzida por diferentes agentes ulcerogénicos, definiu-se uma metodologia para a
obtengéo da a-lactalbumina e B-lactoglobulina a partir de um concentrado de soro
de leite contendo 80% de proteina. Utilizou-se o sistema FPLC da Pharmacia e
coluna de troca anibnica (resina Q Sepharose fast flow) para o isolamento da a-
lactaloumina e B-lactoglobulina a partir do concentrado de soro de leite, e a fragdo
correspondente a a-lactalbumina foi em seguida purificada por exclusao molecular
utilizando-se a resina Sephacryl S-200. A homogeneidade destas fracbes foi
testada por eletroforese SDS-PAGE demonstrando que a p-lactoglobulina foi
facilmente isolada por cromatografia de troca ibnica e apresentou-se quase que
homogénea com 82% de rendimento. Para a a-lactalbumina foi necessaria uma
etapa de purificacéo, e a proteina parcialmente purificada por exclusdo molecular
apresentou contaminantes e baixo rendimento (35%). A a-lactaloumina comercial
(Davisco Foods International, INC.) foi submetida a hidrélise parcial com um
complexo enzimatico obtido de pancreas suino (Pancreatina) até atingir um grau
de hidrélise de 21,1%. O grau de hidrélise foi monitorado pela técnica do “pH-stat”
e determinado através da reacdo com TNBS e grupos amina sob condigdes
alcalinas. A a-lactalbumina hidrolisada foi submetida a ultrafiltracdo tangencial em
membrana com porosidade de corte para 1 kDa, separando-se o hidrolisado em
duas fracdes (peptidios < e > que 1 kDa), as quais foram testadas para atividade

antitlcera.
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2.1 INTRODUCAO

O processamento das proteinas do soro de leite bovino é relativamente
recente e tornou-se possivel com o desenvolvimento de novas tecnologias,
especialmente a ultrafiliragdo, que facilitou a producao de concentrados protéicos
de soro (CPS), com concentracdo variando entre 30 a 80% de proteina,
apresentando-se em seu estado nativo e com boas propriedades funcionais (FOX,
McSWEENEY, 1998).

Aplicagbes do soro de leite bovino estdo aumentando constantemente, em
parte, devido aos progressos nas técnicas de separacao (ultracentrifugacgéo,
ultrafiltracdo, microfiltracdo, osmose reversa, eletroforese e cromatografia) e
hidrélise enzimatica (SPREER, 1998). Técnicas para isolamento das proteinas
individuais do soro, em escala laboratorial, tais como “salting-out”, cromatografia
de troca i6nica e/ou cristalizagéo, tém sido utilizadas ha aproximadamente 40 anos
(SMITHERS et al., 1996).

Varios tipos de cromatografia liquida sao utilizados industrialmente para
separar e purificar proteinas do soro de leite. Estes incluem exclusao molecular,
troca idnica, processos cromatograficos de adsorcdo e afinidade. Os métodos
cromatograficos, particularmente processos de adsorcao por troca iénica, tem sido
desenvolvidos e utilizados com sucesso em escala comercial para a separagao
das proteinas do soro e produgcdo de concentrados protéicos de soro de leite
(GERBERDING, BYERS, 1998). As proteinas do soro sdao moléculas anfoteras.
Em pH menor que seu ponto isoelétrico (pH<5,2) elas podem ser adsorvidas em
coluna de troca catidnica; e quando em pH maior que seu pl elas podem ser
adsorvidas em coluna de troca aniénica (MAUBOIS, OLLIVIER, 1997), sendo esta,
uma propriedade utilizada para fracionar e purificar as proteinas do soro de leite.

Varios métodos de cromatografia liquida sdo usados para a separacao de
proteinas e diferem entre si, principalmente quanto ao tipo de fase estacionaria.
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Um deles é a filtracdo em gel, uma técnica que separa as substancias por
diferencas de massa molecular (HAGEL, 1989). A matriz de filtracdo em gel
contém poros que permitem a entrada do tampao e pequenas proteinas, mas que
excluem proteinas de alto peso molecular e complexos de proteinas (BOLLAG et
al., 1996). A cromatografia de permeacédo em gel € mais utilizada na separagao de
proteinas de componentes de baixa massa molecular ou como estagio final de
purificacdo de proteinas, podendo também ser utilizada para determinar o peso
molecular (NAKAI, MODLER, 1996) e desalinizar solugbes de proteinas
provenientes de outros métodos de obtecao (HAGEL, 1989).

A separacao das proteinas do soro de leite por sistemas FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography) por cromatografia de troca iénica tem sido investigada por
diversos pesquisadores (ANDREWS, TAYLOR, OWEN, 1985; MANJI et al., 1985;
GIRARDET, PAQUET, LINDEN, 1989; GERBERDING, BYERS, 1998;
KRISTIANSEN et al., 1998; HAHN et al., 1998; YE, YOSHIDA, NG, 2000).

Os avancos da tecnologia de fracionamento das proteinas do soro de leite
permitem estudos das propriedades imunobiolégicas de alguns componentes do
soro com alta pureza, com a perspectiva de possiveis aplicagdes industriais e
biomédicas (WONG et al., 1997).

Os objetivos deste trabalho foram padronizar a metodologia para o
isolamento e purificacado das duas principais proteinas do soro de leite bovino, isto
€, a-lactalbumina e B-lactoglobulina a partir de um concentrado de soro de leite, e
a sua obtencao para avaliar a atividade antiulcerogénica. Em testes preliminares,
a B-lactoglobulina ndo apresentou atividade antitlcera, sendo entdo os trabalhos
direcionados para a utilizacdo da a-lactalbumina intacta e seus hidrolisados

(GH=21,1%) para testes de atividade antiulcerogénica.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtencao do concentrado de proteinas de soro de leite
(CPS)

Todo o processo de obtencao do CPS foi efetuado na planta piloto de leite —
Tecnolat (ITAL — Instituto de Tecnologia de Alimentos, Campinas — SP). A matéria-
prima foi obtida da Cooperativa de Produtores de Leite da Regido de Campinas,
Jaguariuna, SP.

A Figura 2.1 mostra o fluxograma seguido para a obtencédo do concentrado
de soro de leite.

Leite desnatado
(Pasteurizado 72°C, 15 segundos)

Quimosina (38°C)
CaC|2

Caseina Soro doce

Microfiltracéao

Ultrafiltracdo / Diafiltragao
Congelamento

Liofilizacao

CONCENTRADO PROTEICO
DE SORO DE LEITE

Figura 2.1- Fluxograma do processo de obtencado do concentrado protéico de soro
de leite (CPS).
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O CPS foi produzido a partir do leite tipo B, desnatado e pasteurizado
(72°C, 15 segundos). Apds a separagdo da caseina por coagulacdo (coalho
comercial - CHR Hansen, Valinhos, SP), o soro foi microfiltrado, em membrana
polimérica de 1um, com a finalidade de eliminar glébulos de gordura e
microrganismos. O soro microfiltrado foi submetido a ultrafiltracao/diafiliragcdo, em
membrana com porosidade de corte para 10 kDa, para a concentragdo das
proteinas do soro. Posteriormente o concentrado foi congelado e desidratado por
liofilizacdo, obtendo-se um concentrado protéico desidratado (BORGES et al.,
2001).

2.2.2 Caracterizacao do concentrado de soro de leite bovino

- Nitrogénio total: foi determinado pelo método microKjeldahl, segundo
procedimento descrito no manual da AOAC (1990). A proteina bruta foi obtida

multiplicando-se o nitrogénio total pelo fator 6,38.

- Umidade: foi determinado de acordo com os procedimentos descritos no
manual da AOAC (1990). Fundamenta-se na evaporagcao da agua presente no

alimento.

- Residuo mineral (cinza): foi determinado de acordo com os procedimentos
descritos no manual da AOAC (1990). Baseia-se na determinacao gravimétrica

do residuo inorgéanico fixo apés calcinacao da matéria organica da amostra.
- Lipidios totais: foram determinados pelo método descrito por BLIGH & DYER
(1959), empregando-se os solventes cloroférmio, metanol e agua (10, 20 e 8

mL, respectivamente) para extracao dos lipidios.

- Calcio: foi determinado pelo método descrito no manual da AOAC (1998).

41



CAPITULO 2

- Solubilidade: foi determinada em agua ajustando o pH 4,6, utilizando-se o
método de MORR et al., (1985).

2.2.3 Isolamento e purificacao da o-lactaloumina e da -
lactoglobulina

O isolamento e purificacdo da o-lactalboumina e da B-lactoglobulina, foi
realizado na Divisdo de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

Foi utilizado um sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) da
Pharmacia composto de controlador, bomba, coletor de fracdes, registrador e
unidade de UV (280 nm).

e Cromatografia de troca idnica

O sistema foi preparado com uma coluna preparativa XK50/30 preenchida
com resina de troca anidnica (Q-Sepharose fast flow) da Pharmacia, medindo 100
mm de altura por 50 mm de didmetro e equilibrada com tampao Tris-HCI 0,02 M,
pH 7,0 (tampdo A). A eluicdo foi efetuada em passos (stepwise elution) com
aumento gradativo da concentracdo do tampao B (tampdao A + 1 M NaCl) na
seguinte ordem: 0%, 0,5%, 10%, 20%, 30% e 100%. A Tabela 2.1 mostra as
condicoes de corrida utilizada para separar a o-lactaloumina e a B-lactoglobulina

das demais proteinas do soro de leite em um sistema FPLC da Pharmacia.
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Tabela 2.1- CondicGes de corrida utilizadas para separar a a-lactalbumina e a B-

lactoglobulina das demais proteinas do soro de leite.

Tempo (min.) 0 50 125 175 2375 2875 387,5

Volume (mL) - 200 500 700 950 1150 1550

Tampao A 100 95 90 80 70 0 100
(%) B 0 5 10 20 30 100 0

Amostras do concentrado protéico de soro de leite foram dissolvidas em
tampao Tris-HCI 0,02M, pH 7,0 (tampao A) para conter 4% de proteina e injetadas
na coluna de troca aniénica previamente equilibrada com o mesmo tampéao. Apds
a aplicacdo da amostra, passou-se 200 mL do tampdo A para remover as
proteinas que nao foram adsorvidas a resina, em seguida, iniciou-se a eluicao das
proteinas adsorvidas com aumento da forca ibnica conforme descrito na Tabela

2.1. Para regenerar a coluna foram passados mais 400 mL do tampéao A.

As fracdes, correspondentes a o-lactalbumina e a B-lactoglobulina foram
coletadas, sendo dialisadas e concentradas em uma membrana Biomax
(polyethersulfone) com porosidade de corte para 10 kDa (Pellicon XL Filter Devise
with Biomax 10kD). Posteriormente estas fracdes concentradas foram congeladas
e desidratadas por liofilizagéo.

e Cromatografia de exclusao molecular

O sistema foi preparado com uma coluna preparativa HR XK50/100
preenchida com resina Sephacryl S-200 da Pharmacia, equilibrada com tampao
Tris-HCI 0,02 M, pH 7,0. Amostras da fracdo de o-lactalbumina isolada na
cromatografia de troca i6nica, foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,02 M pH
7,0 e permeadas a um fluxo de 8,5mL/minuto.

A o-lactalbumina purificada foi dialisada e concentrada em membrana

Biomax (polyethersulfone) com porosidade de corte para 10 kDa (Pellicon XL Filter
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Devise with Biomax 10kD), posteriormente o concentrado foi congelado e
desidratado por liofilizacdo. A Figura 2.2 ilustra os passos seguidos para a
obtencdo da a-lactalbumina e da B-lactoglobulina por métodos cromatogréaficos a

partir de um concentrado de soro de leite contendo 80% de proteina.

Concentrado de Soro de Leite
(4g de proteina dissolvidas em100 mL Tris-HCI

0,02 M, pH 7,0)

Coluna de Troca Anibnica
(Q-Sepharose fast flow)
Tampao A: Tris-HCI 0,02 M, pH 7,0
Tampéo B: Tris-HCI 0,02 M, pH 7,0, 1 M NaCl

Fracao Fracao
B-Lactoglobulina o-Lactalbumina
Concentragédo Concentragédo
Congelamento Congelamento
Liofilizacao Liofilizacao
B-Lactoglobulina Coluna de Exclusdo molecular
(Sephacryl S-200)

Tris-HCI 0,02 M, pH 7,0

Concentragédo
Congelamento
Liofilizacao

a-Lactalbumina

Figura 2.2- Fruxograma do processo de separacdo da B-lactoglobulina e da -
lactalbumina a partir do concentrado protéico de soro de leite, contendo 80% de

proteina.
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2.2.4 Hidrolise enzimatica

A o-lactalbumina comercial foi submetida a protedlise, com um complexo
enzimatico obtido de pancreas suino (Pancreatina-Sigma P-1750), sendo a
hidrélise conduzida em “pH-stat” (modelo 716, Methron, Les Uleis, France),
conforme o método proposto por SCHMIDT et al., (1995), com algumas
modificagcdées. Preparou-se uma solu¢do aquosa contendo 10% de proteina (p/v),
sendo esta solugdo incubada a uma temperatura de 40°C em pH 7,5.
Posteriormente, adicionou-se a enzima na proporcao de 4% (p/p) iniciando-se
assim a hidrélise. A hidrolise foi conduzida no “pH-stat” até alcancar um grau de
hidrélise aproximado de 20%. Apds o periodo de incubacido as enzimas foram
inativadas por aquecimento a 85°C por 15 minutos, e posteriormente, o hidrolisado
foi congelado e desidratado por liofilizagao.

e Determinacao do grau de hidrélise (GH)

Usando-se a técnica do “pH-stat” o grau de hidrélise foi obtido diretamente

pelo volume de base consumida durante a hidrélise pela seguinte férmula:

GH(%):Bbexle L %100
o MP

tot

Sendo:
B = Volume de base consumida (mL)
Nb = normalidade da base

l= valor tabelado (a=grau de dissociacao)
o

MP = massa de proteina em gramas
hiot = NUmero total de ligacbes peptidicas no substrato de proteinas (meq./g
de proteina)
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Para a obtengdo do hidrolisado de a-lactalbumina o grau de hidrélise foi
monitorado pela técnica do “pH-stat”, sendo o grau de hidrdlise final, obtido apds
periodo de incubacao de 240 minutos, determinado conforme o método proposto
por ADLER-NIESSEN (1979), que consiste na medida espectrofotométrica do
cromoforo formado pela reagdo entre o acido 2, 4, 6-trinitro-benzenosulfénico
(TNBS) e grupos amina sob condi¢des alcalinas. O GH(%) foi calculado pela

seguinte férmula:

n’ de ligagcoes peptidicas clivadas

GH (%) = x 100

n’ total de ligacoes peptidicas

2.2.5 Fracionamento do hidrolisado

A a-lactalbumina hidrolisada foi dissolvida em agua e submetida a filtracdo
tangencial em membrana com porosidade de corte para 1 kDa (Prep/Scale™ - TFF
cartridges 1ft%), coletando-se o permeado e o retentado. Posteriormente, as

fracOes coletadas foram congeladas e desidratadas por liofilizag&o.

2.2.6 Caracterizacao eletroforética

A homogeneidade (pureza) da o-lactaloumina e da B-lactoglobulina isoladas
por métodos cromatograficos foi examinada por eletroforese SDS-PAGE (gel de
poliacrilamida em presenca de P-mercaptoetanol e dodesil sulfato de so6dio),

realizada em aparelho vertical Bio-Rad da Pharmacia, segundo LAEMMLI (1970).

Preparou-se o gel de concentracdo a 4% de acrilamida e o gel de
separacdo com 12% de acrilamida. As amostras foram dissolvidas em solugao
tampao contendo 62,5mM Tris-HCI, 10% de glicerol, 2% SDS, 5% 8-
mercaptoetanol, pH 6,8, sendo posteriormente aquecida a 95°C por 4 minutos

para ocorrer a desnaturacdo. Uma aliquota de 35uL de cada amostra (contendo
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38ug de proteinas) foi aplicada ao gel. A corrida foi efetuada em temperatura

ambiente com uma corrente fixa de 35mA.

O gel foi corado com solugdo de Coomassie Briliant Blue R 350 (0,1%) e
acido acético 20% (na proporcao de 1:1) durante duas horas. Posteriormente, o
gel foi descorado com solugcao contendo agua, metanol e &cido acético (na
proporcéo de 5:3:1).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacao da matéria-prima
A Tabela 2.2 apresenta a composicao centesimal, solubilidade e o teor de

calcio do concentrado protéico de soro de leite obtido em planta piloto.

Tabela 2.2- Composicao centesimal, solubilidade e teor de célcio do concentrado

de soro de leite.

Componente Percentagem

(base seca)

Proteina (N x 6,38) 80,18 £ 0,77
Umidade 3,94 £0,05
Cinza 2,31 £0,01
Lipidios totais 6,43 £ 0,09
Carboidrato* 11,08
Célcio (mg/100g) 599 +22
Solubilidade 87,10 £0,84

* Calculado por diferenca = 100 — (proteina + lipidios totais + cinza).
Resultados sdo média de 3 determinagbes + desvio padrdo, exceto para

carboidrato.

O concentrado protéico de soro de leite produzido na planta piloto do ltal,
apresentou 80,18% de proteina. Como nosso objetivo foi isolar as duas principais
proteinas do soro de leite (B-lactoglobulina e a-lactalbumina), quanto maior o teor
de proteina mais facil seria o isolamento, uma vez que, a presenga de minerais,
carboidratos e gordura interferem na seletividade da coluna utilizada para o
fracionamento e pureza das fracdes obtidas. O teor de proteina no concentrado
protéico de soro de leite pode ser aumentado pelo aumento do nimero de ciclos
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de diafiltragcdo. A medida que se aumenta o nimero de ciclos de diafiltracdo, as

concentragdes de carboidrato e cinza diminuem e a proteina aumenta.

O teor de lipidios determinado no concentrado protéico de soro de leite foi
maior que o teor determinado por BORGES et al. (2001). Segundo Borges et al.
(2001) o teor final de lipidios no concentrado ira depender, em parte, da eficiéncia
do desnate da matéria-prima.

A baixa solubilidade (87,10%) pode estar relacionada ao alto teor de lipidios
e carboidratos presentes no concentrado protéico de soro de leite, os quais afetam
a solubilidade das proteinas.

2.3.2 Purificacao da a-lactalbumina e da f-lactoglobulina por

cromatografia de troca aniénica e exclusao molecular

Estudos prévios tem mostrado que as proteinas do soro podem ser
separadas em escala laboratorial por cromatografia de troca aniénica com resina
Q Sepharose da Pharmacia (GERBERDING, BYERS, 1998; KRISTIANSEN et al.,
1998), e por permeacdao em gel usando a resina Sephacryl S-200 (YOSHIDA,
1990).

Varios métodos cromatograficos preparativos tem sido publicados para o
fracionamento das proteinas do soro. Sendo que, a cromatografia de troca
anidnica tem-se mostrado eficiente para a separagdo da -lactoglobulina
(GERBERDING, BYERS, 1998; KRISTIANSEN et al., 1998). KRISTIANSEN et al.
(1998) utilizaram a cromatografia de troca aniénica (coluna preenchida com resina
Q Sepharose fast flow) para purificar a B-lactoglobulina e obtiveram qualidade

similar ou melhor que os produtos comerciais.

Através da cromatografia de troca anidnica as proteinas do soro foram

separadas em cinco fragcdes conforme pode ser visualizado na Figura 2.3. A
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primeira fracdo corresponde a proteinas que ndo se adsorvem a coluna, sendo
eluida somente com o tampao A (F1); a segunda fracdo foi eluida quando a
concentracao do tampao B foi aumentada para 5% (F2); a terceira fracao foi eluida
a uma concentracado de 10% do tampao B (F3); a quarta fracéao foi eluida quando
a concentracdo do tampao B foi aumentada para 20% (F4); e a quinta fracao foi
eluida a uma concentracao de 30% do tampéao B (F5) conforme Figura 2.3.
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F4
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Figura 2.3- Perfil de eluicdo das proteinas de soro de leite por cromatografia de
troca anidnica em coluna preparativa com resina Q Sepharose fast flow em
sistema FPLC da Pharmacia. Condi¢des de corrida: Amostra de CPS (40mg/mL)
dissolvidas em 50 mL de tampao A foi aplicada a coluna e eluida em passos (0,
5%, 10%, 20%, 30% e 100% do tampao B) a um fluxo de 4 mL/min. Fase movel:
tampao A (Tris-HCI 0,02M, pH 7,0), tampao B (Tris-HCI 0,02M, pH 7,0 + 1M
NaCl).
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A o-lactalbumina foi idetificada por eletroforese SDS-PAGE na terceira
fracdo (F3) com varios contaminantes e a B-lactoglobulina identificada na quinta
fracdo (F5), conforme pode ser visualisado na Figura 2.5, linha 2 e Figura 2.6,
linha 2.

Observou-se que a a-lactalbumina foi uma das primeiras proteinas a ser
eluida da coluna. Sua eluicdo se deu quando aumentou-se a concentracao do
tampao B para 10% sendo que nesta concentragdo foram eluidas varias proteinas
presentes no concentrado de soro de leite. A B-lactoglobulina foi eluida da coluna

quando o tampao B atingiu uma concentracédo de 30%.

A ordem de eluicao das proteinas de soro esta de acordo com GIRARDET,
PAQUET, LINDEN (1989). Segundo GIRARDET, PAQUET, LINDEN (1989), a
separacao das proteinas do soro por troca aniénica em pH 6-8 foi obtido com boa
resolugdo na seguinte ordem de volume de elui¢do: Ig<a-La<BSA<B-Lg B<B-Lg A.
Os autores observaram ainda que a Ig nao foi eluida totalmente no primeiro
volume de eluicdo, sendo eluida progressivamente com o0 aumento da forga inica,
contaminando a fracdo subsequente. Este fenédmeno pode provavelmente resultar
de modificagdes estruturais desta proteina, causada pelo modelo de preparacao
das fracOes protéicas do leite.

A cromatografia de troca ibnica (resina de troca anibnica) mostrou-se
eficiente para o isolamento da p-lactoglobulina. Isto ocorreu devido a -
lactoglobulina ter uma alta afinidade a resina utilizada, sendo eluida quando a
concentracdao do tampao B atinge 30%, e sendo uma das ultimas proteinas a
serem eluidas da coluna, uma vez que, as demais proteinas e contaminantes

presentes no concentrado de soro de leite foram eluidas anteriormente.

A B-lactoglobulina por representar 50% do total das proteinas do soro,
dificultou a obtencéo da a-lactalbumina, que foi eluida quando o tampao B atingiu

uma concentragdo de 10% arrastando contaminantes como imunoglobulinas e a
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B-Lg que esta presente em grande concentragcdo no concentrado protéico de soro
de leite. Através da cromatografia de troca ibnica ndo conseguimos boa pureza
para a o-lactalbumina, sendo necessaria outra etapa de purificacdo. Utilizou-se a
troca aniénica como fase de polimento, onde isolou-se a a-lactalbumina a partir do
concentrado de soro de leite, e a filiragdo em gel como fase de purificacdo da
fracdo isolada por cromatografia de troca ibnica. A Figura 2.4 mostra o perfil de
eluicdo da fracdo de a-lactaloumina (F3), isolada a partir do concentrado de soro

de leite por troca anidnica, seguida de purificagcdo por exclusdo molecular em

resina Sephacryl S-200.
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Figura 2.4- Perfil de eluicdo da fragdo o-lactaloumina, isolada por cromatografia
de troca anibnica, e purificada por exclusdo molecular em coluna preparativa com
resina Sephacryl S-200 em sistema FPLC da Pharmacia. Uma amostra de 5 mL
da fracdo de o-lactalbumina (40 mg/mL) dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,02M,
pH 7,0 foi aplicada e eluida da coluna a um fluxo 8,5 mL/min, sendo o tempo total
de eluicao 3:08 horas e um volume total de tampao (Tris-HCI 0,02M, pH 7,0) 1600

mL.
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Segundo FELIPE, LAW, (1997) a cromatografia de troca anibnica e filtracao
em gel em sistema FPLC podem ser utilizadas para a preparacao de fragdes
protéicas do soro em escala laboratorial. Porém, ha algumas indicacées que
através da troca aniénica em sistema FPLC nao é possivel a completa separagao
da B-lactoglobulina e da o-lactalbumina das outras fragdes protéicas menores
presentes no soro (GIRARDET, PAQUET, LINDEN, 1989).

Na Tabela 2.3, estdo representados o rendimento da p-lactoglobulina,
obtida por troca anidnica e da a-lactalbumina obtido por troca anidénica seguida de

exclusao molecular.

Tabela 2.3- Rendimento (mg) da B-lactoglobulina e da a-lactalbumina obtidas a
partir do concentrado de proteinas de soro de leite (CPS) por cromatografia de
troca aniénica (Q-Sepharose fast flow) e exclusédo molecular (Sephacryl S-200).

Etapas do fracionamento Proteina

B-lactoglobulina (mg) o-lactalbumina (mg)

Amostra injetada (solucédo de CPS 2000 800
contendo 4% de proteina -100 mL)

Troca anidnica 1640 540
Exclusao molecular - 280
Recuperacéo final (%) 82 32

A recuperacao da B-lactoglobulina obtida por cromatografia de troca idnica
foi de 82%. Essa alta recuperacdo pode ser atribuida ao método e a resina
especifica utilizados para seu isolamento, uma vez que, alguns estudos
(GERBERDING, BYERS, 1998; KRISTIANSEN et al., 1998) mostraram que a
cromatografia de troca anibnica em resina Q Sepharose é eficiente para a

separagao da B-lactoglobulina das demais proteinas do soro. Outro fator que
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facilitou o isolamento da P-lactoglobulina é o fato desta ser a proteina

predominante, representando 50% do total das proteinas no soro.

Para a o-lactalboumina a recuperacdo foi de 32%. Na troca anibnica
recuperou-se 540 mg na fracdo F3 (Figura 2.3), de uma amostra de CPS contendo
800 mg de o-lactalbumina. A fracao F3 foi purificada por exclusdo molecular
recuperando-se 280 mg de a-lactalbumina da amostra aplicada a coluna de troca
anidnica (800 mg de a-lactalbumina), o que representou recuperacao final de 32%
da o-lactalbumina aplicada. Pode-se visualizar na Figura 2.4 que a fracao F3
obtida na troca anidnica apresenta a contaminacao de duas fragdes, reduzindo o

rendimento da o-lactalbumina.

A maior dificuldade encontrada para o isolamento da B-lactoglobulina e da
o-lactalbumina, mesmo utilizando colunas preparativas, foi o tempo consumido em

cada corrida.

2.3.3 Caracterizacao eletroforética da o-lactalbumina e da f-

lactoglobulina

Na Figura 2.5 estdo demostrados o perfil eletroforético (SDS-PAGE) da a-
lactalbumina isolada por cromatografia de troca i6nica e purificada por exclusao
molecular, o padrdao da o-lactalboumina (Sigma), a o-lactaloumina comercial
(Davisco Foods) e o CPS.

Observou-se que a o-lactalbumina e outras proteinas presentes em menor
concentragdo no soro apresentaram uma menor afinidade (adsorvida fracamente)
pela resina de troca anibnica em relacdo a p-lactoglobulina. Isto pode ser
observado na Figura 2.5 linha 2, onde a fracao que esta presente a a-lactalbumina

apresenta varios contaminantes.
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Passando-se a fracdo de a-lactalbumina, isolada na cromatografia de troca
ibnica, na coluna de exclusao molecular foi possivel remover as proteinas de alto
peso molecular e uma pequena contaminagao de B-lactoglobulina, conforme pode
ser observado na Figura 2.5 linha 3. Essa contaminacéo de B-Lg ocorre devido os
peso moleculares da a-La e B-Lg serem proximos ndo sendo possivel a completa
separacdo. Observa-se na Figura 2.5 linha 4 que a a-La comercial também

apresenta esta contaminacao com B-lactoglobulina.

1 2 3 4 Gl

Figura 2.5- Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da o-lactalbumina isolada por
cromatografia de troca ibnica e purificada por exclusdo molecular. Linha 1 padrao
Sigma (a-La); Linha 2 a-La isolada por cromatografia de troca idnica a partir do
concentrado protéico de soro de leite (CPS); Linha 3 a-La purificada por exclusao
molecular a partir da fracdo isolada por troca ibnica; Linha 4 a-La comercial
(Davisco Foods) e Linha 5 CPS.

Na Figura 2.6 estdo demostrados o perfil eletroforético (SDS-PAGE) da B-
lactoglobulina obtidas por cromatografia de troca ibnica, o padrdo da pB-

lactoglobulina (Sigma) e o CPS.
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Figura 2.6- Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da p-lactoglobulina obtida por
cromatografia de troca i6nica. Linha 1 padrdo Sigma (B-Lg); Linha 2 B-Lg obtida
por troca i6nica a partir do CPS e Linha 3 concentrado de proteinas de soro de

leite.

Observa-se na Figura 2.6 linha 2, que a B-Lg € facilmente isolada por

cromatografia de troca aniénica e apresenta-se com alto grau de pureza.

2.3.4 Hidrdlise enzimatica da o-lactalbumina e determinacao do

grau de hidrdlise

A pancreatina € um extrato bruto obtido de péncreas suino que contém
muitas enzimas, incluindo amilase, tripsina, lipase, ribonuclease e protease
(SCHMIDT, POLL, 1991).

Na Figura 2.7 esta representada a curva de hidrélise em funcao do tempo
de incubacdo, onde o grau de hidrélise foi monitorado pelo “pH-stat”. O grau de
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hidrélise, da a-lactalbumina quando submetida a protedlise com pancreatina na
proporcao [enzima]/[substrato] = 1:25, apds um periodo de incubacao de 4 horas,
foi de 21,10% segundo o método proposto por ADLER-NIESSEN (1979).
Observou-se que o valor do grau de hidrélise determinado pelo calculo direto do
volume de base consumido durante a hidrélise e a reacdo com TNBS foi muito

proximo.
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Figura 2.7- Curva de hidrolise da o-lactalboumina com pancreatina (P-1750)
monitorado pelo “pH-stat”. Condigdes de hidrélise: [S]=10% de proteina (p/v);
[E]=4% de enzima (p/p); volume 200mL; temperatura de incubacédo 40°C em pH
7,5.

Observa-se na Figura 2.7 que a velocidade de hidrélise foi maior na
primeira hora de incubagéo, tornando-se cada vez mais lenta, caracterizando o
perfil tipico da curva de hidrélise da reacdo enzimatica. Segundo GONZALES-
TELLO et al. (1994) a diminuicao da velocidade da reacao enzimatica em funcao
do tempo, pode ser devido a trés fatores: a) exaustdo do substrato, ocasionando
decréscimo do numero de ligacdes peptidicas susceptiveis a acdo de proteases;
b) possivel inibicdo da enzima, causada pelos produtos da hidrélise; ¢) perda da

atividade enzimatica por desnaturagéo da enzima.
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SCHMIDT, POLL, (1991) observaram que a o-lactaloumina em tampao
bicarbonato de aménio € hidrolisada com um grau de hidrélise muito maior com
pancreatina em relagdo a tripsina, e consideravel proporcdo de peptidios sao
formados de cadeias longas, que desaparecem depois de prolongado tempo de
hidrélise. Neste trabalho ndo foram calculadas as proporc¢oes das fracdes de alto e
baixo peso molecular apés seu fracionamento em membrana. Esta caracterizacéo
pode ser realizada em trabalhos posteriores, uma vez que, levaria tempo para se

definir uma metodologia especifica para a identificagcdo destes peptidios.

A o-lactalbumina produzida em laboratério, a a-lactalboumina comercial, a o-
lactalbumina comercial hidrolisada e suas fracdes (maiores e menores que 1 kDa)

foram utilizadas em testes biolégicos de acao antiulcerogénica.
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2.4 CONCLUSAO

A cromatografia de troca anibnica em resina Q Sepharose fast flow
mostrou-se adequada para o isolamento da p-lactoglobulina, com 82% de
recuperacao e elevada pureza. Para a a-lactaloumina esse mesmo sistema nao foi
totalmente satisfatério pelo fato desta ser eluida com contaminantes de proteinas

do soro de leite.

A purificacdo parcial da o-lactaloumina foi conseguida através da
cromatografia de exclusdo molecular em resina Sephacryl S-200, que ainda foi
eluida com alguma contaminacdo da B-lactoglobulina. A recuperacéo final da a-

lactalbumina, apds segunda cromatografia foi de apenas 32%.

O grau de hidrélise da a-lactalbumina pela pancreatina foi de 21,10% apds

um periodo de incubagao de quatro horas.
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CAPITULO 3

ACAO DA o+LACTALBUMINA E SEUS HIDROLISADOS
NA INIBICAO DE ULCERA GASTRICA INDUZIDA
POR INDOMETACINA E ETANOL EM RATOS

RESUMO

Os objetivos desta pesquisa foram investigar a atividade antiulcerogénica
da a-lactalbumina (produzida em laboratério e comercial) e os hidrolisados da a-
lactaloumina (fracbes de pesos moleculares maiores e menores que 1kDa) na
protecdo da mucosa gastrica em modelos de Ulcera induzidas por indometacina e
etanol absoluto em ratos, e investigar as vias metabdlicas de acéo protetora. Para
avaliar a atividade sobre a secrecdo acida gastrica foi utilizado o modelo de
ligadura do piloro. A participacdo de substancias sulfidrila e prostaglandinas na
citoprotecdo gastrica foi avaliada em modelo de Ulcera induzida por etanol
absoluto. No modelo de Ulcera induzida por indometacina a o-lactalbumina
comercial foi a amostra que apresentou ag¢ao antiulcerogénica mais significativa,
sendo esta ndo dependente da dose administrada. Para o modelo de Ulcera
induzida por etanol absoluto a a-lactalbumina (produzida em laboratério e a
comercial) e seus hidrolisados (hidrolisado total, fracdo > 1 kDa e a fracdo < 1
kDa) apresentaram acado antiulcerogéncia na mesma proporcdo, sendo a agao
neste modelo dose-dependente. Quanto a participacdo na secrecao Aacida
gastrica, observou-se que a fragcdo menor que 1kDa (F1) alterou o volume do
conteudo gastrico e a concentracao hidrogenidnica, aumentando o pH estomacal
apds 4 horas de piloro ligado. A participacdo de substancias sulfidrila na
citoprotegcdo gastrica foi avaliada pelo seu blogueio através de um agente
alquilante (N-etilmaleimida). A alquilacdo de grupamentos sulfidrila, eliminou o

efeito protetor da a-lactalbumina e seus hidrolisados sobre a mucosa gastrica,
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sugerindo que a atividade antiulcerogénica dessa proteina e seus hidrolisados
dependem da participacdo destas substancias. O tratamento prévio dos animais
com indometacina, reduziu a atividade antiulcerogénica sugerindo a participacao
das prostaglandinas no efeito protetor da o-lactaloumina e seus hidrolisados. A
confirmacdo do envolvimento de prostaglandinas na citoprotecdo gastrica foi
evidenciada pela dosagem de muco aderido a mucosa gastrica e pela
quantificacdo da prostaglandina E> na mucosa. A a-lactalbumina intacta (produzida
em laboratério e a comercial) aumentou significativamente a concentracao de
muco aderido (74,11% e 53,83% respectivamente), enquanto que a fragdo menor
que 1kDa aumentou o muco aderido em 34,03%. A fragdo maior que 1kDa
produziu um aumento significativamente menor, de apenas 9,76%. A
concentracdo de PGE, na mucosa gastrica também aumentou significativamente
tanto para a proteina intacta (a-lactalbumina produzida em laboratério (164,87%) e
o-lactalbumina comercial (142,28%). Para as fracées do hidrolisado houve um
estimulo maior (535,74% para a fracdo < 1kDa (F1) e 172,93% para a fracao > 1
kDa (F2). Estes resultados sugerem portanto que a a-lactalbumina e as fracdes do

hidrolisado protegem a mucosa gastrica estimulando a sintese de prostaglandina.
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3.1 INTRODUCAO

A integridade da mucosa gastrica € mantida por um balanco entre os
fatores agressores e um conjunto de mecanismos de defesa conhecidos como
defesa ou barreiras da mucosa gastrica (WALLACE, CHIN, 1997; ABDEL-SALAM
et al., 2001).

Existem basicamente dois conjuntos de mecanismos de ag¢do para as
drogas antiulcerogénicas. O primeiro deles, refere-se aos mecanismos que
controlam o processo de secrecao acida gastrica. O segundo, refere-se aos
mecanismos que aumentam a resisténcia das células da mucosa gastrica contra
fatores agressivos, como o acido cloridrico, a pepsina, a ingestao de etanol e de
drogas antiinflamatoérias nao esterdides e/ou que limitam o acesso destes agentes
as células da mucosa (ALLEN et al., 1993).

As prostaglandinas estimulam varios fatores importantes para a
manutencao da integridade da mucosa gastrica, tal como a sintese e secrecao de
muco, secrecado de bicarbonato, mantém o fluxo sanglineo e reparacao celular
(WILSON, 1991). As prostaglandinas podem prevenir a formacdo de lesbes
gastricas, incluindo necroses produzidas em ratos, por uma variedade de agentes
necrotizantes, sem reduzir a secrecao acida gastrica (ROBERT, 1979). Possuem
propriedades antiulcerogénicas por estimular a secrecao de muco e bicarbonato.
O muco forma uma camada de gel, que na presencga de bicarbonato, da origem a
uma barreira muco-bicarbonato na parede do estémago, que neutraliza o acido a
partir da mucosa gastrica até o duodeno (SELLERS, CARROLL, ALLEN, 1986;
ALLEN et al., 1993). A barreira muco-bicarbonato constitui uma das principais
defesas da mucosa gastrica, ao ataque do acido cloridrico, pepsina e substancias
toxicas as quais o estbmago esta constantemente exposto (WALLACE, CHIN,
1997).
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A mucosa gastrica contém concentracdes elevadas de glutationa reduzida,
um dos maiores componentes endoégenos de substancias sulfidrila ndo protéica,
as quais sao significativamente reduzidas pelo etanol. A glutationa e substancias
sulfidrilas protéicas podem estar envolvidas nos mecanismos de citoprotecao da
mucosa gastrica por impedirem a agdo de radicais livres tdxicos as células da
mucosa. Sabe-se, entretanto, que a ocorréncia natural de aminoacidos sulfurados
como a cisteina e metionina e substancias sulfidrila sintéticas podem previnir
essas lesdes (SZABO, TRIER, FRANKEL, 1981). As proteinas do soro de leite,
por serem ricas em aminodacidos sulfurados e conterem substratos para a sintese
da glutationa (BOUNOUS, GOLD, 1991; PARODI, 1998) podem estar envolvidas

nos mecanismos de citoprotecdo da mucosa gastrica.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos para determinar a atividade antiulcerogénica da o-
lactalbumina foram realizados na Divisao de Farmacologia e Toxicologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

As amostras estudadas foram a a-lactalbumina produzida em laboratério, a
a-lactalbumina comercial (Davisco Foods International, INC.), a a-lactalbumina
comercial hidrolisada e duas fragdes da a-lactalbumina comercial hidrolisada (F1 =
fracdo < 1kDa e F2 = fracdo > 1 kDa). Em fung¢do do baixo rendimento e tempo
gasto na obtencdo da o-lactalbumina produzida em laboratério utilizamos a a-
lactalbumina comercial para obtencao dos hidrolisados e para a determinacédo da
dose efetiva 50% (DEsy).

3.2.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar machos,
com peso corporal entre 200 e 250g. Os animais foram adquiridos do Centro de
Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP e utilizados nos experimentos, apds periodo
minimo de sete dias de adaptacdo ao biotério, em ciclo de claro-escuro de 12
horas e temperatura ambiente de 20°C, com agua e ragdo comercial ad libitum.

3.2.2 Teste do efeito protetor das amostras em diferentes
modelos de inducao de ulcera gastrica em ratos

¢ Ulcera induzida por indometacina

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos
em grupos de 6 ratos. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, cada
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grupo recebeu, via oral por gavagem, o tratamento correspondente. Tratou-se um
dos grupos com solucédo salina (NaCl 0,9%) no volume de 10 mL/kg de peso
corpéreo (pc), (controle negativo), outro grupo com suspensao aquosa de
cimetidina (agente antiulcerogénico) na dose de 100 mg/kg de pc (controle
positivo), e os demais grupos receberam as diferentes amostras (substancias
teste) na dose de 200 mg/kg de pc, dissolvido em 10 mL de solucéo salina (grupos
teste). Em seguida, os ratos foram alimentados por 8 horas recebendo racéo e
agua, e apos jejum de 16 horas receberam a segunda administracdo dos

tratamentos.

Apé6s 30 minutos da administracdo da segunda dose, cada animal recebeu
uma injecao subcutadnea de uma suspensao aquosa de indometacina, na dose de
60 mg/kg de pc, de acordo com a metodologia descrita por MORIMOTO et al.
(1991).

Seis horas ap6s a administracdo da indometacina, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus estébmagos retirados, abertos
ao longo da maior curvatura e lavados em solucdo salina. Posteriormente, foi
realizada a contagem e avaliagdo das lesbées produzidas. O protocolo seguido
para o tratamento repetitivo das amostras em modelo de ulcera induzida por
indometacina estd ilustrado na Figura 3.1.
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Grupo controle
negativo

Grupo controle
positivo

Grupos teste

Jejum 24 horas

Solucao salina
10 ml/kg pc

Cimetidina
100 mg/kg pc

Amostras
200 mg/kg pc

Solucao salina
10 ml/kg pc

Ragéo 8 horas
Jejum 16 horas

Cimetidina
100 mg/kg pc

Amostras
200 mg/kg pc

30 minutos

Administragéo subcuténea de indomentacina 60 mg/kg pc

6 horas

Sacrificio dos animais e remogao dos estdbmagos

Avaliagéo das lesdes e calculo do indice de lesdes ulcerativas
(GAMBERINI et al., 1991)

Figura 3.1- Fluxograma do tratamento repetitivo das amostras em modelo de

Ulcera induzida por indometacina em ratos.

e Contagem e classificacao das lesoes

O indice de lesdes ulcerativas (ILU) foi calculado através da somatéria dos
parametros apresentados na Tabela 3.1, de acordo com a metodologia descrita
por GAMBERINI et al. (1991).
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Tabela 3.1- Parametros utilizados na contagem das lesdes ulcerativas de acordo
com a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991).

Até 10 petéquias 1 ponto

Até 20 petéquias 2 pontos

Até 30 petéquias 3 pontos
Ulceras de até 1 mm nx2
Ulceras maiores que 1 mm nx3

Hemorragia 1 ponto

Perda de pregas 1 ponto

Perda de coloragéao 1 ponto

*n = numero de lesées encontradas; petéquias (hemorragias puntiformes)

Para a determinagdo da porcentagem de inibicdo do indice de lesdes
ulcerativas, apresentados pelo grupo controle positivo e grupo teste, em relacédo

ao grupo controle negativo, foi utilizada a seguinte férmula:

média controle negativo — média amostra o

% de inibicdo do ILU = — _
média controle negativo

100

e Ulcera induzida por etanol

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos
em grupos de 6 ratos. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, cada
grupo recebeu, via oral por gavagem, o tratamento correspondente. Tratou-se um
dos grupos com solucao salina (NaCl 0,9%) no volume de 10 mL/kg de peso
corporeo (pc), (controle negativo), outro grupo com solugdo aquosa de
carbenoxolona (agente antiulcerogénico) na dose de 200 mg/kg de pc (controle
positivo), e os demais grupos receberam as diferentes amostras na dose de 200
mg/kg de pc, dissolvidas em 10 mL de solucdo salina (grupos teste). Em seguida,
os ratos foram alimentados por 8 horas recebendo racao comercial e agua, e apés
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jejum de 16 horas receberam a segunda administracdo dos respectivos

tratamentos.

Apés 30 minutos da administracdo da segunda dose, cada animal recebeu
por via oral 1,0 mL de etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por
ROBERT (1979).

Apbés 1 hora da administracdo do etanol absoluto, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus estébmagos retirados, abertos
ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para a realizacdo da
contagem e avaliacao das lesdes produzidas. Posteriormente, foi calculado o ILU,
de acordo com a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991), conforme
descrito na Tabela 3.1. O protocolo seguido para o tratamento repetitivo das
amostras em modelo de Ulcera induzida por etanol esta ilustrado na Figura 3.2.
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Grupo controle
negativo

Grupo controle
positivo

Grupos teste

Solucao salina
10 mL/kg pc

Jejum 24 horas

Carbenoxolona
200 mg/kg pc

Amostras
200 mg/kg pc

Ragéo 8 horas
Jejum 16 horas

Solucao salina Carbenoxolona Amostras
10 ml/kg pe 200 mg/kg pc 200 mg/kg pc

30 minutos

Administragéo oral de etanol absoluto 1 mL/animal

1 hora

Sacrificio dos animais e remogao dos estdbmagos

Avaliagcéo das lesdes e calculo do indice de lesdes ulcerativas
(GAMBERINI et al., 1991)

Figura 3.2- Fluxograma do tratamento repetitivo das amostras em modelo de

Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos.

3.2.3 Determinacao da dose efetiva 50% (DEs)

A dose efetiva 50% (DEsp) corresponde a dose necessdria para produzir
inibicdo de 50% nas lesdes observadas, em comparacdo com o controle negativo,
sendo esta, determinada para o modelo de Ulcera induzida por indometacina
(MORIMOTO et al., 1991) e ulcera induzida por etanol absoluto (Robert, 1979). A
dose efetiva 50% foi determinada somente para a o-lactalbumina comercial, onde

os ratos receberam duas doses da proteina em dias consecutivos.
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A dose efetiva (DEsp), foi estimada através da construcdo de uma curva
dose-efeito. Para tanto, os animais foram tratados oralmente com doses
crescentes da a-lactalbumina comercial (100, 200, 350 e 500 mg/kg de peso

corporeo).

A DEs foi determinada através de equacao de regressao linear (y = ax + b),
bem como seu coeficiente de correlacao (r).

3.2.4 Estudo das vias e/ou mecanismos de acao especifica nos
processos de protecao da mucosa gastrica

e Ligadura do piloro

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g. Ap6s um
periodo de 24 horas em jejum, com livre acesso a agua, 0s animais foram
divididos em grupos de 7 ratos, anestesiados por inalacdo de éter etilico. Em
seguida foi realizada tricotomia na regidao abdominal, incisdo para exposicdo do
estbmago e duodeno, e a ligadura do piloro com linha cirirgica de algodao.

Apés a ligadura, cada grupo de animais recebeu, por via intraduodenal, o
tratamento correspondente. Um dos grupos foi tratado com solucdo salina no
volume de 10 mL/kg de peso corpéreo (controle negativo), outro grupo com
suspensao aquosa de cimetidina, na dose de 100 mg/kg de pc (controle positivo) e
os demais grupos receberam as diferentes amostras, na dose de 200 mg/kg de pc

(grupos teste), dissolvidas em solucao salina.

O abdbmen foi entdo suturado e apds 4 horas, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e posterior retirada e abertura do
estbmago. Segundo a metodologia de SHAY et al. (1945), foi determinado o
volume do conteudo estomacal, seu pH e a quantidade de ions H* (mEg/L),
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através de titulacdo com solucdo de NaOH O0,1N, utilizando-se solucado de
fenolftaleina a 1% como indicador. A concentracdo de &cido total em mEq/L foi

calculada utilizando-se a seguinte equacao:

fator 1,825 x Volume NaOH (mL)

[total de acido] = —
Volume Gastrico (mL)

e Participacao das substancias sulfidrila na citoprotecao

gastrica

Para estudar a possivel participagdo de substancias sulfidrila na

citoprotecao gastrica utilizou-se o modelo de ulcera induzida por etanol.

Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos
em grupos de 6 ratos. Apos jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, um grupo
controle negativo e os grupos teste, receberam tratamentos prévios com uma
solucédo aquosa de N-etilmaleimida (NEM) na dose de 10 mg/kg (2,5 mL/kg pc) de
peso corporeo, por via subcutdnea, de acordo com a metodologia descrita por
SZABO, TRIER, FRANKEL (1981).

Apo6s 30 minutos da administracdo subcutanea de NEM, os animais dos
grupos controle negativo foram tratados com solugdo salina no volume de
10mL/kg de pc, e os grupos teste receberam as diferentes amostras na dose de
200 mg/kg de pc, dissolvidas em solugao salina.

Apdbs 30 minutos da administragdo das amostras, cada animal recebeu por
via oral 1,0mL de etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por
ROBERT (1979).

Decorrida 1 hora da administracdo do etanol absoluto, os animais foram

sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus estébmagos retirados, abertos
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ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para a realizacdo da
contagem e avaliacdo das les6es produzidas. Posteriormente, foi calculado o ILU,
de acordo com a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991), conforme
descrito na Tabela 3.1. O protocolo seguido para o0 modelo de indugédo de Ulcera
por etanol absoluto com tratamento prévio de NEM esté ilustrado na Figura 3.3.

Grupo controle Grupo controle Grupos teste
negativo negativo
Jejum 24 horas Jejum 24 horas

Adm. Subcutanea de NEM
(10 mg/kg pc)

30 minutos

Solucgédo salina Solucgédo salina Amostras
(10 mL/kg pc) (10 mL/kg pc) (200 mg/kg pc)

30 minutos

Administracdo oral de etanol absoluto (1mL/animal)

1 hora
sacrificio dos animais e remocao dos
estdbmagos

Avaliacdo das les@es e calculo do indice de lesdes ulcerativas
GAMBERINI et al. (1991)

Figura 3.3- Fluxograma da administracdo subcutanea de N-etilmaleimida (NEM)

em modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos.
e Participacao de prostaglandinas na citoprotecao gastrica

Para estudar a possivel participagdo de prostaglandinas na citoprotecéao
gastrica utilizou-se o modelo de inducéao de Ulcera por etanol absoluto.
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Foram utilizados ratos wistar machos, pesando entre 200 e 250 g, divididos
em grupos de 6 ratos. Apds jejum de 24 horas, com livre acesso a agua, 0s
animais dos grupos teste receberam as diferentes amostras na dose de 200 mg/kg
de pc. Em seguida, os ratos dos grupos controle negativo e grupos teste foram
alimentados por 8 horas recebendo racdo e agua. Apo6s um periodo de jejum de
16 horas, um grupo controle negativo e os grupos teste, receberam tratamentos
prévios de indometacina na dose de 5 mg/kg de pc, em solucdo aquosa, na dose
de 10mL/kg pc por via intraperitoneal, de acordo com a metodologia descrita por
KONTUREK e PAWLINK (1986).

Trinta minutos ap6s a administracdo intraperitoneal de indometacina, os
animais dos grupos controle negativo foram tratados com solucdo salina no
volume de 10 mL/kg de pc, e 0os grupos teste receberam a segunda dose de
amostras (200 mg/kg de pc), dissolvidas em solugéo salina.

Apé6s 30 minutos da administracdo da segunda dose, cada animal recebeu
por via oral 1,0 mL de etanol absoluto, de acordo com a metodologia descrita por
ROBERT (1979).

Decorrido 1 hora da administracdo do etanol absoluto, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus estébmagos retirados, abertos
ao longo da maior curvatura e lavados em solugdo salina, para a realizacdo da
contagem e avaliacao das lesdes produzidas. Posteriormente, foi calculado o ILU,
de acordo com a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991), conforme
descrito na Tabela 3.1.

O protocolo seguido para o0 modelo de indugédo de ulcera por etanol com o
bloqueio da sintese de prostaglandinas pela indometacina esta ilustrado na Figura
3.4.
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Grupo controle

Grupo controle

Grupos teste

negativo negativo
Jejum 24 horas Jejum 24 horas
Amostras
(200 mg/kg pc)
Racéo 8 horas Racéo 8 horas
Jejum 16 horas Jejum 16 horas

Adm. Intraperitoneal d
(5 mg/kg

e indometacina
pc)

30 minutos

Solugéo salina
(10mL/kg pc)

Solugéo salina
(10mL/kg pc)

Amostras
(200 mg/kg pc)

30 minutos

Administragéo oral de eta

nol absoluto (1mL/animal)

1 hora

Sacrificio dos animais e remogéao do

Avaliagéo das lesdes e calculo do indice de lesbes ulcerativas
GAMBERINI et al. (1991)

Figura 3.4- Fluxograma da administracdo intraperitoneal de indometacina em

modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos.

e Determinacao quantitativa de muco aderido a mucosa gastrica

Apbs um periodo de 24 horas em jejum, com livre acesso a agua, 0S

animais foram divididos em grupos de 6 ratos. Cada grupo de animais recebeu por

via oral, o tratamento correspondente, ou seja, solugdo salina (10 mL/kg de peso

corpéreo) como controle negativo, carbenoxolona na dose de 200 mg/kg de pc
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(controle positivo), e os demais grupos receberam as diferentes amostras (a-La
produzida em laboratério, a-La comercial, F1 e F2) na dose de 200 mg/kg de pc,
administradas em dois dias consecutivos (dose repetitiva). Apés uma hora da
segunda administragdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.
Os estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da maior curvatura e lavados em
solucdo salina 0,9% para a posterior determinacdo quantitativa do muco

gastroprotetor.

Assim, foi retirada a regido fundica do estébmago, sendo o corpo glandular
pesado e mergulhado em 10 mL de solucao “Alcian Blue” 0,1% por um periodo de
2 horas. Em seguida, os estdmagos foram submetidos a lavagem com 10 mL de
solucdo de sacarose 0,25 M por 2 vezes, sendo a primeira por 15 minutos e a
segunda por 45 minutos.

A seguir, os estbmagos foram transferidos para tubos contendo 10 mL de
solucado de MgCl, 0,5 M por duas horas para a extracao do corante complexado
com o muco gastrico. Com a solugéo obtida foi feita uma emulsdo com 10 mL de
éter etilico. Esta emulsao foi centrifugada por 15 minutos a 3600 rpm, sendo a
fase etérea desprezada e a fase aquosa, submetida a leitura espectrofotométrica
em 598 nm, conforme a metodologia modificada de CORNE et al. (1974). A
concentracdo de “Alcian Blue” ligado ao muco gastrico foi determinada por
interpolacdo na curva padrao do corante expressa em ug de corante/g de tecido

Umido.

e Determinacao quantitativa de prostaglandina E, (PGE;) na
mucosa gastrica em ratos

Apbs um periodo de 24 horas em jejum, com livre acesso a agua, 0S
animais foram divididos em grupos de 6 ratos. Cada grupo de animais recebeu por
via oral, o tratamento correspondente, ou seja, solucédo salina (10 mL/kg) como
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controle negativo, e os demais grupos receberam as amostras (o-La produzida em
laboratério, a-La comercial, e das fragdes do hidrolisado F1 e F2) na dose de 200

mg/kg de pc, administradas em dois dias consecutivos (dose repetitiva).

Apo6s uma hora da segunda administragdo, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical. Os estbmagos foram retirados, abertos ao longo da
maior curvatura e lavados em solucao salina 0,9%. A por¢ao fundica foi removida
e a porcao glandular inteira que constituiu o material de analise neste modelo, foi
pesada e cortada em minusculos fragmentos com o auxilio de tesoura e bisturi.
Estes fragmentos, foram imediatamente colocados em tubos de polipropileno
contendo 6 mL de etanol gelado (mantido em freezer) contendo indometacina a
100 uM, substancia utilizada para bloguear neste momento, a sintese de
prostaglandinas. Os tubos foram agitados vigorosamente por cerca de um minuto

e posteriormente, foram centrifugados a 2500 rpm por cinco minutos.

Apés a centrifugacédo, 1 mL do sobrenadante obtido, foi transferido para um
outro tubo de polipropileno contendo 10 uL de acido acético glacial. Estes tubos
foram novamente centrifugados por trés minutos a 2500 rpm e o sobrenadante
obtido, foi utilizado como amostra contendo a prostaglandina do tipo E. (PGE>) a
ser quantificada.

A purificacdo de cada uma das amostras obtidas na etapa anterior, foi
realizada em minicolunas cromatografica C18 AMPREP Amersham Pharmacia
Biotech. Estas minicolunas foram inicialmente tratadas com 2 mL (volume da
coluna = 1 mL) de etanol a 10 %. Sequencialmente, 0,8 mL do sobrenadante
obtido a partir dos tubos centrifugados na etapa anterior foram aplicados sobre as
colunas, sempre com auxilio de um dispositivo que permite o encaixe de uma
seringa, para que seja exercida pressao durante a aplicagdo das amostras. Apds
este procedimento, foi realizada a lavagem das minicolunas com 1 mL de agua
destilada e posteriormente, com 1 mL de hexano, tendo sido descartados estes
solventes. A seguir, foi feita a eluicdo das minicolunas, para a obtencao da PGE.,
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a ser quantificada, com dois volumes de 0,75 mL de acetato de etila, que foram
coletados em novos tubos de polipropileno.

Estas amostras, em acetato de etila, presentes nos tubos de polipropileno
foram levadas a secura em concentrador especifico, a vacuo, a uma temperatura
de 30° C. Apds a secura, o material presente nos tubos (PGE.), foi ressuspendido
em 500 puL do tampdo do ensaio ja diluido, fornecido pelo kit Amersham
Pharmacia Biotech (RPN 222).

Este material ressuspendido no tampéao foi utilizado na execucdo do
enzimoimunoensaio (ELISA), de acordo com as normas gerais do protocolo n® 1
do referido kit (Amersham Pharmacia Biotech RPN 222).

3.2.5 Analise estatistica

Todos os resultados dos experimentos com a participacdo das fracoes
protéicas na protecdo da mucosa gastrica foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e Teste de Duncan, para os quais, foi utilizado como critério de
significancia estatistica o nivel critico de 5% de probabilidade (p<0,05).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Avaliacao da atividade antiulcerogénica

¢ Ulcera induzida por indometacina

No modelo de ulcera induzida por indometacina a o-lactalbumina comercial,
em dose repetitiva de 200 mg/kg de peso corpéreo (pc), apresentou uma
porcentagem de inibicdo do indice de lesdes ulcerativas (%ILU) de 49,63%, a a-
lactalbumina produzida em laboratério 30,81% e a o-lactalbumina comercial
hidrolisada 25,83%. A droga antiulcerogénica (cimetidina) utilizada como controle
positivo, na dose de 100 mg/kg de pc, reduziu o ILU em 69,00%. Os resultados,
expressos como média + desvio padrdao da média do ILU e a % de inibicdo do ILU

estdo apresentados na Figura 3.5.
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69,00% 30,81% 49,63% 25,83%
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Salina Cimetidina  alfa-La prod alfa-La com alfa-La hidrol
100 200 200 200

Tratamentos (mg/kg pc)

Figura 3.5- Efeito do tratamento repetitivo da oa-lactalbumina (produzida em
laboratério, comercial, a-La comercial hidrolisada) e da cimetidina no modelo de
ulcera induzida por indometacina. (ANOVA F419 = 8,85 p<0,001). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% significancia (p<0,05), em

relacao a salina.
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e Determinacao da dose efetiva 50% (DEsy) no modelo de ulcera

induzida por indometacina

A atividade antiulcerogénica apresentada pela a-lactaloumina comercial no
modelo de ulcera induzida por indometacina, quando administrada oralmente em
doses repetitivas de 100, 200, 350 e 500 mg/kg de pc, mostrou-se nao
dependente da dose administrada. Os resultados expressos como média + desvio
padrdo da média do ILU e a % de inibicdo do ILU estdo apresentados na Tabela
3.2.

Tabela 3.2- Curva dose efeito da a-lactalbumina comercial (dose repetitiva) no

modelo de ulcera induzida por indometacina.

Tratamento Dose ILU (média + dpm) % inibicdo ILU
Salina 10 mL 108,33 +21,432
o-La comercial 100 mg/kg pc 110,00 £9,54 2 0
o-La comercial 200 mg/kg pc 56,00 + 12,33 ° 48,31
o-La comercial 350 mg/kg pc 52,75+ 14,13 ° 51,31
o-La comercial 500 mg/kg pc 52,30 + 16,29 ° 51,54

ANOVA F 4,15 = 15,56 p<0,001. Letras diferentes indicam diferenga estatistica ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relacao a salina.

¢ Ulcera induzida por etanol absoluto

No modelo de Uulcera induzida por etanol absoluto a a-lactalbumina
(produzida em laboratério, comercial e a-La comercial hidrolisada) administrada
por gavagem, em dose repetitiva de 200 mg/kg de pc, apresentaram inibicdo do
ILU de 40,21%, 38,96% e 41,47% respectivamente, enquanto a carbenoxolona

86



CAPITULO 3

(controle positivo), administrada pela mesma via, na dose de 200 mg/kg de pc, foi
capaz de reduzir o ILU em 90,80%. Os resultados de inibicao do ILU foram
estatisticamente significativos ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Os
resultados, expressos como média + desvio padrdo da média do ILU e a % de

inibicdo do ILU estdo apresentados na Figura 3.6.
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Salina Carbenoxolona alfa-La prod alfa-La com alfa-La hidrol
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Figura 3.6- Efeito do tratamento repetitivo da o-lactalbumina (produzida em
laboratério, comercial e da a-lactalbumina comercial hidrolisada) e carbenoxolona
em modelo de ulcera induzida por etanol absoluto. (ANOVA F4 19) = 9,70 p<0,001).
Letras diferentes indicam diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia

(p<0,05), em relacao a salina.

Uma vez que a oa-lactalbumina comercial hidrolisada apresentou atividade
antiulcerogénica (41,47%) no modelo Ulcera induzida por etanol, determinou-se a
atividade de duas frac6es de seu hidrolisado. Na Figura 3.7 estdo representadas a
inibicdo do ILU das duas fragbes da o-lactalbumina comercial hidrolisada em
relacdo a salina. A fracdo F1, de peso molecular menor que 1kDa, apresentou
uma inibicdo do ILU de 43,34% e a fragdo F2, correspondente a fracdo de peso

molecular maior que 1kDa, inibiu o ILU em 42,59%.
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Figura 3.7- Efeito do tratamento repetitivo da fracdo < 1kDa (F1) e da fracdo >
1kDa (F2) da a-lactalbumina comercial hidrolisada e carbenoxolona em modelos
de Ulcera induzida por etanol. (ANOVA F 15 = 32,11 p<0,001). Letras diferentes

indicam diferencga ao nivel 5% de significancia (p<0,05), em relacao a salina.

e Ulcera induzida por etanol 60% + 100 mM HCI

Realizou-se este experimento para comparar a diferenca entre o modelo de
inducéao de ulcera utilizado por MATSUMOTO et al. (2001) e 0 modelo de inducao
de Ulcera utilizado nesta pesquisa. MATSUMOTO et al. (2001) induziram a ulcera
com etanol 60% + 100 mM HCI.

No modelo de ulcera induzida por etanol 60% + 100 mM HCI a «-
lactalbumina comercial administrada por gavagem, em dose repetitiva de 200
mg/kg de pc, apresentou inibicdo do ILU de 46,49%, enquanto a carbenoxolona,
administrada na mesma via, na dose de 200 mg/kg de pc, foi capaz de reduzir o
ILU em 90,27%. Os resultados, expressos como média + desvio padrao da média

do ILU e a % de inibicdo do ILU estao apresentados na Figura 3.8.

88



CAPITULO 3

130
120
110
100

90

A

é 80 b
b 70 T
S 60
°
2 50+
S 40
—
= 30+

20 c

10

0 90,27% 46,49%

Salina Carbenoxolona alfa-La comercial
200 200

Tratamentos (mg/kg pc)

Figura 3.8- Efeito do tratamento repetitivo da a-lactalbumina comercial e da
carbenoxolona em modelos de Ulcera induzida por etanol+HCI (etanol 60% +
100mM HCI). (ANOVA Fp 12 = 101,24 p<0,001). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relagao a salina.

e Determinacao da dose efetiva 50% (DEsy) no modelo de ulcera

induzida por etanol absoluto

A atividade antiulcerogénica apresentada pela a-lactaloumina comercial no
modelo de ulcera induzida por etanol absoluto, quando administrada oralmente em
doses repetitivas de 100, 200, 350 e 500 mg/kg de pc, apresentou uma DEsy,
calculada por regressao linear, de 256,87 mg/kg de pc. Os resultados expressos
como média + desvio padrao da média do ILU e a % de inibicao do ILU estao
apresentados na Tabela 3.3 e o valor da DEs, foi calculado pela equacgéo da reta

y=0,16x + 8,90 e esta apresentada na Figura 3.9.
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Tabela 3.3- Resultados da dose efeito da a-lactaloumina comercial (dose

repetitiva) no modelo de Ulcera induzida por etanol.

Tratamento Dose ILU (média £ dpm) % inibicdo ILU
Salina 10 mL 77,50 £ 18,58 @
o-La comercial 100 mg/kg pc 61,60 £20,722 20,52
o-La comercial 200 mg/kg pc 31,33+6,06° 59,57
a-La comercial 350 mg/kg pc 23,40 + 6,69 ° 69,81
a-La comercial 500 mg/kg pc 15,80+ 6,10 ° 79,61

Anova Fu22 = 21,29 p<0,001. Letras diferentes indicam diferenga estatistica ao

nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relacao a salina.

o 80+  DEg,= 256,00 mg/kg pc

*

e Y experimental

Inibicdo do ILU
8

~—m- Y tedrico

0 hd T T T } } }
0 100 200 300 400 500 600

Dose (mg/kg pc)

Figura 3.9- Curva dose efetiva 50% da a-lactalbumina comercial no modelo de

Ulcera induzida por etanol (y= 0,16x + 8,90 e r=0,95).
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3.3.2 Estudo dos mecanismos de acao antiulcerogénica

e Ligadura do piloro

Para avaliar a participacdo da secrecdo acida gastrica na atividade
antiulcerogéncia, a a-lactaloumina comercial e seus hidrolisados foram testados
em ratos submetidos a ligadura pilérica. Foram avaliados os efeitos dos
tratamentos sobre o pH, volume e concentracdo do acido total estomacal. A
Tabela 3.4 apresenta o efeito das amostras sobre o pH, volume gastrico e
concentragdo do acido total estomacal apés 4 horas de piloro ligado.

Tabela 3.4- Efeitos da administracdo intraduodenal da a-lactalbumina comercial,
das fracdes maiores e menores que 1 kDa, e da cimetidina sobre o pH, volume

gastrico e concentragao de acido total estomacal de ratos com piloro ligado por 4

horas.
Amostra Dose N° de Volume pH gastrico [H']
(mg/kg pc) animais gastrico (mL) (mEq/L)

Controle 10 mL/kg 5 3,0+0,22 15+0,6° 1,2+0,2°
Cimetidina 100 4 1,4+0,4° 45+06° 0,6+0,2°
o-La comercial 200 5 34+02° 1,5+£05° 1,2+£0,1°
F1 (< 1kDa) 200 5 1,9+0,6° 3,0+06° 1,0+0,1°
F2 (> 1kDa) 200 5 23+04° 1,5£05° 1,2+0,1°

(Volume gastrico anova Fa 20 =16,38 p<0,001; pH anova Fu»1) =24,4 p<0,001;
[H'] anova F 24y =13,84 p<0,001). Letras diferentes indicam diferenga estatistica
ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relacao a salina.
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Os resultados revelaram que a o-lactaloumina comercial ndo alterou o
volume gastrico, pH e a concentracao de acido total. A fracdo menor que 1kDa
(F1) diminuiu o volume gastrico, aumentou o pH e diminuiu a acidez total da
secrecao. A fragao maior que 1 kDa (F2) reduziu o volume gastrico e ndo alterou o
pH e a concentracao hidrogeniénica do estémago.

e Estudo da participacao das substancias sulfidrila na
citoprotecao gastrica

Para avaliar a participacdo de substancias sulfidrila na citoprotecéao
gastrica, administrou-se previamente aos tratamentos N-etilmaleimida (NEM), um
alquilante dos grupos sulfidrila, na dose de 10 mg/kg de pc, por via subcutanea 30
minutos antes da administragcdo das amostras (a-lactalbumina comercial, e das

fracoes do hidrolisado F1 e F2).

Observa-se na Tabela 3.5, que ha um aumento no indice de lesdes
ulcerativas quando os ratos recebem uma administracdo prévia de NEM
comparada ao grupo de ratos que recebem somente a solugdo salina. Este
aumento ocorre devido a alquilacdo dos grupamentos sulfidrila presentes
naturalmente na mucosa gastrica tornando assim as substancias sulfidrila
indisponiveis para proteger a mucosa gastrica. Este mesmo efeito pode ser
observado com 0s grupos que receberam somente as amostras € 0s grupos que

receberam previamente o NEM em seguida as amostras.

A alquilacdo de grupamentos sulfidrila eliminou o efeito protetor da a-
lactalbumina comercial e suas fracdes do hidrolisado sobre a mucosa gastrica,
sugerindo, portanto, que as substancias sulfidrila presentes naturalmente na
mucosa gastrica e presentes nas amostras, podem ter participacdo nos

mecanismos da citoprotecao gastrica.
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Observa-se também na Tabela 3.5 que a o-lactalboumina e seus
hidrolisados quando administradas em dose unica (200 mg/kg de pc, via oral por
gavagem), ndo apresentaram atividade antiulcerogénica significativa comparados
apenas com a salina. Os resultados, expressos como média * desvio padrdo da

média do ILU e a % de inibicao do ILU estdo mostrados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5- Efeito do bloqueio das substancias sulfidrila no indice de lesbes
ulcerativas para a a-lactaloumina comercial e para as fracdes F1 e F2 em modelo
de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos tratados previamente com NEM,

comparados com ratos ndo tratados.

Tratamento ILU % inibicdo do ILU % de aumento do ILU
(relacéo & salina)’ causado pelo
tratamento com NEM?

Salina 59,50 + 15,41 P 25,00
Salina + NEM 79,33 +451°2 -
La 47,33 +16,55° 20,45 49,76
La + NEM 94,20 + 21,92 2 -
F1 52,40 + 14,96 ° 11,93 32,39
F1 + NEM 77,50 + 10,13 2 -
F2 47,20 +17,14° 20,67 38,06
F2 + NEM 76,20 + 20,27 2 -

(ANOVA F(733) = 5,85 p<0,0002). Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao

nivel de 5% de significancia (p<0,05). '

calculo baseado no tratamento apenas
com salina como controle. 2 célculo baseado em cada tratamento + NEM como

controle.
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e Estudo da participacao de prostaglandinas na citoprotecao

gastrica

Para avaliar a participacdo de prostaglandinas na citoprotecao gastrica,
administrou-se previamente a indometacina, um inibidor da ciclooxigenase, na
dose de 5 mg/kg de pc, por via intraperitoneal 30 minutos antes da administracao
das amostras (o-lactalbumina produzida em laboratério, a-lactalbumina comercial,

e as fragbes do hidrolisado F1 e F2).

Os resultados, expressos como média + desvio padrdo da médiado ILU e a

% de inibicao do ILU, estdo apresentados na Figura 3.10.
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Figura 3.10- Efeito do tratamento repetitivo da o-lactalboumina (produzida em
laboratério e comercial) e das fragdes do hidrolisado F1 e F2 em modelo de Ulcera
induzida por etanol absoluto em ratos tratados previamente com indometacina.
(ANOVA F526 = 7,66 p<0,001). Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao

nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relagao a salina + indometacina.
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Analizando-se o efeito da indometacina nos tratamentos da Figura 3.10,
observa-se um aumento no ILU quando os ratos recebem salina + indomentacina,
sugerindo que a inibicdo da prostaglandina diminui a protecdo gastrica. Nos
tratamentos da a-La produzida em laboratério, a-La comercial e a fragdo F2 do
hidrolisado de a-La comercial (PM>1kDa) o tratamento com indometacina néo
impediu que essas amostras exercecem efeito protetor significativo sobre a
mucosa gastrica, sugerindo que essas amostras dependeram menos da
prostaglandina na sua protecdo a mucosa. Por outro lado, a protecdo exercida
pela fracao do hidrolisado de baixo peso molecular (F1) mostrou uma dependencia
maior da prostaglandina, sendo sua protecao eliminada totalmente na presenca da
indomentacina.

e Determinacao quantitativa do muco aderido a mucosa gastrica

A secrecao de muco gastrico foi quantificada 1 hora apds a administracao das
amostras (a-lactalbumina produzida em laboratério, a-lactalboumina comercial, F1
e F2). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.6, demostrando os

valores médios em ug de corante “Alcian Blue”/g de tecido umido.
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Tabela 3.6- Efeito da o-lactalbumina (produzida em laboratério e comercial),

frac6es do hidrolisado (F1 e F2) e da carbenoxolona sobre a formacdo de muco

gastrico.
Amostra Dose N° Quantidade de muco % aumento
(mg/kg pc) animais  (ug Alcian Blue/g tecido)

Salina 10mLkg 4 73,44 +9,43 ¢ =
Carbenoxolona 200 6 121,40 £11,27° 65,30
a-La produzida 200 5 127,87 £+14,35° 74,11
o-La comercial 200 6 112,97 + 6,48 ° 53,83

F1 (< 1kDa) 200 5 98,43 +6,35 ¢ 34,03
F2 (> 1kDa) 200 6 80,61 + 12,61 ¢ 9,76

ANOVA F526 = 22,15 p<0,001. Letras diferentes indicam diferenca estatistica ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relacéo a salina.

Observa-se na Tabela 3.6 que a a-La produzida em laboratério na dose de
200 mg/kg de pc aumentou 0 muco aderido a mucosa gastrica em 74,11%, e a a-
La comercial proporcionou aumento de 53,83%, ndo havendo diferenga estatistica
com a carbenoxolona, cujo aumento foi de 65,32%. A fracdo F1 aumentou o muco
aderido em 34,03% e a fracdo F2 ndo apresentou aumento significativo, de

apenas 9,76%, em relacédo ao tratamento com salina.

e Determinacao da concentracao de prostaglandina E, (PGE,) na
mucosa gastrica
Foi avaliada a propriedade da a-lactalbumina (produzida em laboratério e a

comercial) e das fragbes do hidrolisado de a-lactalboumina comercial (F1 e F2)

estimulo a sintese de prostaglandina na mucosa gastrica. Os resultados obtidos
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estdo apresentados na Tabela 3.7, demostrando os valores médios em pg/mg de
tecido.

Tabela 3.7- Efeito da a-lactalbumina (produzida em laboratério e comercial) e seus

hidrolisados na sintese de prostaglandina na mucosa gastrica de ratos.

Amostra Dose N° [ 1 PGE2 na mucosa % variacdo em
(mg/kg pc) animais (pg/mg tecido) relagdo salina

Salina 10mLkg 5 25,81+9,73 ¢ -
Indometacina 30 5 7,85+ 4,72 ¢ -69,59
Carbenoxolona 200 3 298,66 + 25,742 1057,15
o-La produzida 200 4 68,36 £ 14,22 ° 164,87
a-La comercial 200 3 62,53 £21,06 ° 142,28
F1 (< 1kDa) 200 4 164,09 + 15,60 ° 535,74
F2 (> 1kDa) 200 4 70,44 £1517° 172,93

Anova F21) = 157,98 p<0,001. Letras diferentes indicam diferenga estatistica ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05), em relacéo a salina.

Os dados demostraram que o tratamento prévio dos ratos com
indometacina reduziu em 69,59% e a carbenoxolona aumentou em 1057,15% a
quantidade de prostaglandina sintetizada na mucosa gastrica em relagdo aos

niveis quantificados na mucosa dos ratos tratados com salina.

A o-lactalbumina produzida em laboratério, a a-lactalbumina comercial, a
fracdo do hidrolisado de o-lactalbumina comercial menor que 1 kDa (F1) e a
fracdo maior que 1 kDa (F2) aumentaram em niveis estatisticamente significativos
a quantidade de PGE> na mucosa gastrica (164,87%; 142,28%; 535,74% e
172,93%, respectivamente).
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3.4 DISCUSSAO

Estudos com o concentrado de proteina de soro de leite (ROSANELI et al.,
2002, ROSANELI, 2002, Pacheco et al, 2004, ROSANELI et al. 2004) e com a «a-
lactalbumina (MATSUMOTO et al.,, 2001) demostraram que estas proteinas
apresentam atividade antiulcerogénica. MATSUMOTO et al. (2001) sugeriram que
a a-lactalbumina é a proteina responsavel pelo efeito protetor da mucosa gastrica
pelas fragbes protéicas do soro de leite. Em continuagdo a esses estudos, o
presente trabalho avaliou a atividade antitlcera da a-lactalbumina (produzida em
laboratério e a comercial) e duas fragdes de hidrolisado (F1 e F2) da a-
lactalbumina comercial, visando determinar os niveis de acao protetora e as vias

metabdlicas envolvidas na atividade antiulcerogénica atribuida a estas proteinas.

Para avaliar a atividade antiulcerogénica da a-lactaloumina foram utilizados
dois modelos de lesdes gastricas: a Ulcera induzida por etanol absoluto (ROBERT,
1979) e a ulcera induzida por indometacina (MORIMOTO et al., 1991).

As lesdes produzidas na mucosa gastrica por agentes como o etanol
absoluto, sdo causadas pela acdo direta do etanol que destroe as células por
contato (ROBERT et al., 1979) sendo que a acidez gastrica tem pequena
participacdo neste tipo de lesdo (SZABO, 1987). O etanol lesa o orgao
diretamente do lumen através da barreira da mucosa gastrica e entao exerce sua
acao diretamente na camada da mucosa (CHO, OGLE, 1992). As lesdes sao do
tipo necroéticas que se estendem aproximadamente até dois tercos da mucosa
(envolvendo a superficie do epitélio, e a regido das células de muco) (ROBERT et
al., 1979), o etanol concentrado entra em contato com a superficie da mucosa, o
que resulta em liberacdo de mediadores vasoativos que desencadeiam a
venoconstricdo. A forte dilatacdo arteriolar e arterial juntamente com severa
constricdo venosa causa hiperemia, edema e hemorragia (OATES, HAKKINEN,
1988).
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Ja a indometacina, bem como a maioria dos antiinflamatérios néao
esterdides como a aspirina, induzem lesdes gastricas (ROBERT, 1979) por
inibirem a sintese de prostaglandinas (VANE, 1971; MORIMOTO et al., 1991) e
por afetar a secrecdo acida gastrica (MORIMOTO et al, 1991),
consequentemente, diminuindo os mecanismos de citoprotecdo da mucosa
gastrica mediados por estas substancias. A indometacina € um antiinflamatério
nao esterdide inibidor da ciclooxigenase, enzima que catalisa a conversdao do
acido araquidbnico em prostaglandinas, as quais sdo substancias importantes na
citoprotecéo gastrica (KATORI, MARIJA, 1997).

No modelo de ulcera induzida por indometacina determinou-se a acao
antiulcerogénica da a-lactalboumina e seus hidrolisados comparativamente a
cimetidina (controle positivo) e uma solugao salina fisiolégica (controle negativo). A
cimetidina € um antagonista reversivel e competitivo das acées da histamina que
sdo exercidas sobre receptores H, inibindo a secrecdo gastrica e também a
secrecao induzida por gastrina ou pentagastrina. A reducao da secrecao gastrica
causada pela cimetidina protege os animais de experimentacdo da ulceragao
gastrica provocada por estresse, ligadura pilérica, tratamento com aspirina e
inibidores relacionados a ciclooxigenase (DOUGLAS, 1985).

Em trabalhos reportados recentemente (ROSANELI et al., 2004, PACHECO
et al.,, 2004) foi observado que o concentrado protéico de soro de leite (CPS)
protege a mucosa gastrica de lesdes induzidas por indometacina, sendo esta
protecdo, mais efetiva quando administrados em doses repetitivas.

A a-lactalbumina comercial, estudada nesta pesquisa, também foi efetiva
em inibir as lesdes induzidas pela indometacina reduzindo o indice de lesdes
ulcerativas (ILU) em 49,63%. A hidrolise enzimatica (pancreatina) reduziu a
atividade protetora da a-lactalbumina para 25,83% (Figura 3.5). A a-lactalbumina
produzida em laboratério apresentou inibicdo do ILU de 30,81% em relagdo ao

tratamento com salina.
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No estudo realizado por PACHECO et al. (2004) os autores comparam o
efeito protetor de um CPS, seu hidrolisado e a fragdo do hidrolisado com peso
molecular < 1kDa. No modelo de ulcera induzida por indometacina observaram
que o concentrado protéico de soro hidrolisado inibiu o ILU em 57% e a fragédo de
hidrolisado menor que 1kDa apresentou inibicdo de 73,6%. A quantidade de
amostra administrada aos ratos na pesquisa de PACHECO et al. (2004) foi de
1000 mg/kg de pc, que corresponderia a aproximadamente 200 mg de o-
lactaloumina presente na amostra. Portanto, comparando a inibicdo determinada
por PACHECO et al. (2004) para o CPS (57%) com a a-lactalbumina comercial
utilizada neste trabalho (49,63%) haveria uma eficacia maior para a a-lactalbumina
do CPS, comparada com a a-lactalbumina comercial. Por outro lado, a hidrolise
enzimatica nao afetou a eficacia do CPS estudado por PACHECO et al. (2004)
como aconteceu no presente trabalho (Figura 3.5).

Na pesquisa realizada para esta dissertacao, utilizando o modelo etanol, em
ensaio preliminar com o CPS que serviu de ponto de partida para os estudos que
se seguiram, foi utilizado tratamento com 1000 mg de CPS / Kg de pc (equivalente
a aproximadamente 200 mg de a-La) e foi detectada uma inibicdo do ILU de
53,6% contra valores encontrados de 73,1% e 69,4% respectivamente por
ROSANELI et al. (2002) e PACHECO et al. (2004).

Esses resultados mostraram que o CPS que serviu de base para essa
dissertacao apresentou poder inibitorio do ILU (53,6%) menor que o CPS usado
previamente por ROSANELI et al. (2002) e PACHECO et al. (2004),

respectivamente.

Os resultados dessa dissertacdo (Figura 3.6) para a a-lactalbumina
comercial, uma a-lactalbumina produzida em laboratério e um hidrolisado da -

lactaloumina comercial ficaram em torno de 40% de inibicdo do ILU, praticamente
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a metade do valor (82%) reportado por MATSUMOTO et al. (2001) para 200

mg/Kg de pc de uma a-lactalbumina, também comercial.

MATSUMOTO et al. (2001) usaram o modelo de ulcera induzida por etanol
60% + 100 mM HCI e compararam o efeito protetor de um isolado protéico de soro
(WPI), da B-lactoglobulina, da soralbumina bovina, da y-globulina e da o-
lactalbumina. Demonstraram que a o-lactalbumina protegeu a mucosa gastrica
quatro vezes mais que o isolado protéico de soro (WPI) e que as demais proteinas
do soro de leite testadas ndo mostraram atividade.

Esta protecdo mais acentuada da o-lactaloumina em relacdo ao CPS
também foi observada nesta pesquisa, se considerada a inibicdo observada para o
CPS (1000 mg/Kg de pc) de 53,6% e a inibicdo da a-lactalbumina comercial de
40,22% com 200 mg/Kg de pc confirmando, dessa forma, a especificidade a a-
lactalbumina como fator protetor da mucosa géstrica contra etanol como agente

ulcerogénico.

Como tentativa de explicar o resultado de inibicdo do ILU, mais elevado na
pesquisa realizada por MATSUMOTO et al. (2001), repetiu-se o experimento com
200 mg de a-lactalbumina comercial, usando etanol 60% + 100 mM HCI como
agente ulcerogénico. Nao foi observada diferenca significativa na % de inibi¢cdo
obtida com etanol absoluto segundo ROBERT, (1979) e com etanol 60% + 100
mM HCI, usado por MATSUMOTO et al., (2001).

Outros fatores poderiam ter proporcionado a diferenca observada entre a
inibicdo pela a-lactalbumina reportada por MATSUMOTO e colaboradores e a
encontrada nesta pesquisa, a saber; baixa atividade antiulcerogénica do material
de partida (CPS) usado neste trabalho e, diferenca na metodologia de deteccéao e
expressao dos resultados das lesées provocadas na mucosa. Em nossa pesquisa
foi utilizada a metodologia descrita por GAMBERINI et al. (1991) no qual pontua as

lesbes subjetivamente através da somatoéria dos parametros descritos na Tabela
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3.1, enquanto MATSUMOTO et al. (2001), calcularam o ILU pela soma total do
comprimento (mm) de cada lesao por estbmago.

MATSUMOTO et al. (2001) observaram que a protecao exercida pela -
lactalbumina a mucosa gastrica foi dose-dependente. Na presente pesquisa foi
também observado esse comportamento para a a-lactalbumina comercial em
modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto. Foi ainda constatado auséncia de
atividade antiulcerogénica para a -lactoglobulina preparada em laboratério.

No estudo das vias de protecdo, ndo foram observadas alteracées no
volume da secrecdo acida gastrica e na concentracao hidrogeniénica do conteudo
gastrico dos animais tratados com a-lactalbumina intacta. USHIDA et al. (2003)
demostraram que a o-lactalbumina elevou significativamente o pH do fldido
gastrico 30 minutos apdés sua administracdo. Essa elevacdo do pH nao foi
observada nesta pesquisa para a o-lactaloumina comercial, podendo estar
relacionado ao tempo entre a administracéo e sacrificio dos animais que foi de 4
horas. A fracdo do hidrolisado maior que 1kDa diminuiu o volume do conteudo
estomacal, porém néo alterou o pH. Ja a fracdo do hidrolisado menor que 1kDa
(F1) alterou o volume géstrico e a concentragao hidrogeniénica aumentando o pH
estomacal apdés 4 horas de piloro ligado. A concentracdo hidrogenidnica
apresentada pela fracdo F1 (< 1kDa) comparada ao controle (1,0 e 1,2 mEq/L,
respectivamente) apresenta pequena reducdo sugerindo que a atividade
antiulcerogénica desta fracdo ndo envolve o mecanismo de acdo da secregao
acida gastrica e sim, podem estar envolvidos fatores denominados citoprotetores
da mucosa gastrica. A citroprotecdo podera ndo estar relacionada com a inibicao
da secrecao gastrica (ROBERT et al., 1979).

Sabe-se que o alcool € um estimulante muito eficaz da secrecéo de acido
gastrico. As lesbes induzidas por etanol na mucosa gastrica ocorrem mais pelo
contato do etanol que destroem as células (ROBERT et al., 1979) sendo que, a

acidez gastrica tem pequena participacdo neste tipo de lesdo (SZABO, 1987) e
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estas lesdes sdo mais inibidas por agentes que aumentam os fatores de defesa da
mucosa. A reducao da barreira de muco é uma provavel causa da formacao de

lesbes induzidas por indometacina e etanol (MORIMOTO et al., 1991).

O modelo de indugado de ulcera por etanol absoluto (ROBERT, 1979) foi
utilizado para estudar a participacao da oa-lactalbumina (produzida em laboratério e
a comercial) e seus hidrolisados na citoprotecdo gastrica, uma vez que, este
agente afeta os mecanismos de citoprotecdo da mucosa géstrica. Para tanto, foi
estudada a participacado de substancias sulfidrila e prostaglandina na citoprotecao
gastrica.

A alquilacdo de grupamentos sulfidrila com N-etilmaleimida (NEM) (Tabela
3.5), eliminou o efeito protetor exercido pela a-lactalbumina comercial e suas
fracoes do hidrolisado sobre a mucosa gastrica. Esse resultado sugere, portanto,
gue a acao antiulcerogénica da a-lactalbumina comercial, da fragédo < 1 kDa (F1) e
da fracdo > 1 kDa (F2) envolve a participacdo das substancias sulfidrilas. Esse
mesmo efeito foi demostrado por ROSANELI et al. (2002) em estudo realizado
com o concentrado protéico de soro de leite, e que sua protecao exercida sobre a
mucosa gastrica envolve a participacao de substancias sulfidrila e a promoc¢ao da
sintese de glutationa. A promocéao da sintese de glutationa apresentado pelo CPS,
segundo BOUNOUS et al. (1993) estaria relacionada a presenca, nas proteinas,
da sequéncia de grupos glutamilcisteina, que sao precursores da sintese de
glutationa, presentes principalmente na molécula de albumina do soro bovino
(BOUNOUS, GOLD, 1991).

Elevadas concentragdes de glutationa reduzida (substancias sulfidrila nao
protéica) sdo encontradas na mucosa gastrica e sabe-se, que a presenca destas
substancias esta intimamente relacionada com a citoprotecao gastrica por impedir
um aumento da permeabilidade vascular e ainda por bloquear a agao de radicais
livres téxicos as células da mucosa, atuando como antioxidante (SZABO, TRIER,
FRANKEL, 1981; TAKEUCHI et al., 1989).
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Outros componentes envolvidos na citoprotecdo gastrica sado as
prostaglandinas, sendo um dos fatores mais importantes. A citoprotecao gastrica e
intestinal das prostaglandinas € definida como as propriedades que muitas
prostaglandinas apresentam por protegerem a mucosa do estébmago e intestino de
inflamacdes e necrose, quando a mucosa € exposta a agentes nocivos (ROBERT
et al., 1979).

A presenca de prostaglandinas na mucosa € necessaria para as células
epiteliais gastrica e intestinais manterem sua integridade. Se o conteudo de
prostaglandinas € reduzido por tratamento prévio com antiinflamatérios nao
esterdide, tais como a indometacina e a aspirina, estas células ficam vulneraveis,
podendo nao resistir aos efeitos prejudiciais presentes no ambiente gastrico
(VANE, 1971; ROBERT, 1979), devido a reducao do efeito protetor da barreira
gastrica (RANG, DALE, RITTER, 1997).

O bloqueio da sintese de prostaglandinas ndo impediu que a a-lactalbumina
produzida em laboratério, a a-lactalbumina comercial e a fracdo de peso molecular
maior que 1kDa (F2) exercecem efeito protetor significativo sobre a mucosa,
sugerindo uma menor participacado de prostaglandinas na sua protecao a mucosa
gastrica por essas substancias. Iste poderia ser devido ao protocolo aplicado
nessa experiéncia (Figura 3.4) em que o primeiro tratamento foi feito com 24 horas
de jejum, antes da administracdo da indometacina que poderia, em parte, ter
minimizado a essencialidade da prostaglandina na protecdo oferecida pelas
amostras. Por outro lado, a protecédo exercida pela fracdo do hidrolisado de peso
molecular menor que 1kDa (F1) mostrou uma dependéncia maior da
prostaglandina, sendo eliminada totalmente em presenca da indomentacina,
bloqueadora da agao da ciclooxigenase. Outra evidéncia de que a fragdao F1 foi
mais dependente da participacao da prostaglandina pode ser inferida no estudo da
secrecdo acida gastrica, onde foi observado que a fracdo F1 diminuiu o volume
gastrico e a concentracdo hidrogenibénica aumentando o pH estomacal apo6s 4

horas de piloro ligado. As prostaglandinas por estimularem a secrecdo de muco e
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bicarbonato, reduzem a secrecdo acida e causam vasodilatacdo, aumentando
desta forma a eliminacdo de acidos que se difunde para dentro da submucosa
(RANG, DALE, RITTER, 1997). A fragao F1 também proporcionou aumento maior
e significativo na concentracdo de PGE, na mucosa gastrica, conforme pode ver
visualisado na Tabela 3.7.

Aumentos dos niveis de PGE,, no tecido gastrico, também foram
reportados por USHIDA et al. (2003). A a-lactalbumina, ap6s 30 minutos da
administracao oral de 200mg/kg de pc, aumentou em 158% os niveis de PGE> na
mucosa gastrica. No presente trabalho observou-se, aumentos da mesma ordem
para a proteina intacta e para a fracao do hidrolisado de peso >1kDa. Ja para a
fracdo do hidrolisado de peso molecular <1kDa esse aumento foi

aproximadamente cinco vezes maior.

A o-lactalbumina (produzida em laboratério e a comercial) e a fragdo do
hidrolisado <1kDa proporcionaram aumentos significativos de muco aderido a
mucosa gastrica (Tabela 3.6). O muco pode ser encontrado no suco gastrico em
solucdo ou como um gel, chamado muco visivel o qual, se adere a mucosa
formando uma barreira de muco (CORNE et al., 1974). O papel do muco na
protecdo da mucosa consiste em formar uma barreira, na superficie do epitélio,
contra os fatores agressores naturais como o acido e a pepsina. O aumento da
camada de muco aderido, por secretagogos de muco como as prostaglandinas,
aumentam a protecado (SELLERS, CARROLL, ALLEN, 1986).

Os resultados obtidos sugerem que ha um conjunto de mecanismos
envolvidos na protecao exercida pela a-lactaloumina e suas fragdes do hidrolisado
sobre a mucosa gastrica, destacando, a participacdo de substancias sulfidrila,
aumento da atividade de prostaglandina e aumento dos niveis de prostaglandina
E> na mucosa gastrica.
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3.5 CONCLUSOES

¢ No modelo de Ulcera induzida por indometacina a a-lactalbumina comercial foi
a amostra que apresentou maior porcentagem de inibicdo do indice de lesdes
ulcerativas (49,63%).

e A o-lactalbumina produzida em laboratério, a a-lactalbumina comercial e as
fracbes do hidrolisado de a-lactaloumina comercial (F1 e F2), administrados em
ratos em tratamentos repetitivos, foram capazes de reduzir as lesdes gastricas
produzidas por etanol absoluto em 40,22%, 38,96%, 43,34% e 42,59%,

respectivamente.

e No estudo do mecanismo de acdo da secrecdo acida gastrica através da
ligadura do piloro, a a-lactaloumina comercial ndo alterou o volume do conteudo
gastrico, o pH e a concentragdo hidrogeniénica estomacal apds 4 horas de piloro
ligado. A fragdo do hidrolisado maior que 1 kDa (F2) diminuiu o volume do
conteudo estomacal porém nao alterou o pH. Ja a fracao do hidrolisado menor que
1kDa (F1) alterou o volume do conteudo gastrico e a concentracao hidrogenibnica
aumentando o pH estomacal ap6s 4 horas de piloro ligado. A concentragcao
hidrogenibnica apresentada pela fracdo F1 (< 1kDa) comparada ao controle (1,0 e
1,2 mEg/L, respectivamente) apresenta pequena reducdo sugerindo que a
atividade antiulcerogénica desta fracdo e demais amostras ndo envolve o
mecanismo da secrecdo acida gastrica e sim, o envolvimento de fatores
denominados citoprotetores da mucosa gastrica.

e A alquilagdo de grupamentos sulfidrila com N-etilmaleimida (NEM), eliminou o
efeito protetor da mucosa gastrica apresentados pela a-lactalboumina comercial e
das fracbes do hidrolisado (F1 e F2), sugerindo que a atividade antiulcerogénica

envolve a participacao de substancias sulfidrila.
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e O blogueio da sintese de prostaglandinas com indometacina diminuiu a
protecdo sobre a mucosa gastrica pela a-lactalbumina produzida em laboratério e
a comercial e a fracdo do hidrolisado de a-lactalbumina comercial maior que 1kDa
e perda da atividade antiulcerogénica da fracdo do hidrolisado menor que 1kDa,
demonstrando assim que as prostaglandinas tém importante participacdo na
citoprotecdo gastrica pela o-lactalbumina e seus peptidios. A confirmacdo do
envolvimento de prostaglandinas na citoprotecao gastrica pela a-lactalbumina foi
demonstrada pela dosagem de muco aderido a mucosa gastrica e pela
quantificacdo de prostaglandina E> na mucosa. A a-lactalbumina produzida em
laboratério e a a-lactaloumina comercial provocaram aumento significativo da
concentragdo de muco aderido a mucosa. J4 o aumento da concentragao de PGE;
na mucosa gastrica foi observado tanto para a a-lactalbumina intacta quanto para

as fragdes do hidrolisado, principalmente para a fracdo do hidrolisado < 1 kDa.

e Os resultados obtidos nesse trabalho reforcam o papel das proteinas de soro
de leite, especialmente da o-lactalbumina, na protecdo da mucosa gastrica
estimulando estudos clinicos para comparar o papel dessas substancias na
reducao de risco de gastrite e Ulceras.
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Os resultados das pesquisas que deram origem a esta dissertacao

permitem concluir:

A cromatografia de troca anibnica em resina Q Sepharose fast flow
mostrou-se adequada para o isolamento da p-lactoglobulina, com 82% de
rendimento e elevada pureza. Para a a-lactalbumina esse mesmo sistema nao foi
totalmente satisfatério pelo fato desta proteina ser eluida contaminada com outras

proteinas do soro de leite.

A a-lactalbumina produzida em laboratério, a a-lactalbumina comercial € as
fracoes de seu hidrolisado de peso molecular >1kDa e peso molecular <1kDa,
utilizadas no tratamento prévio dos ratos, foram capazes de reduzir as lesdes
gastricas produzidas por etanol absoluto. No modelo de Ulcera induzida por
indometacina a a-lactaloumina comercial apresentou maior porcentagem na
inibicdo do indice de lesdes ulcerativas. A atividade antiulcerogénica da a-
lactalbumina e seus hidrolisados parecem nao ser mediada pela secrecao acida
gastrica, estudada pela ligadura do piloro. No estudo das vias de agcao da a-
lactalbumina e seus hidrolisados, observou-se a participacdo de substancias
sulfidrila e a participacdo de prostaglandinas na citoprotecdo gastrica. A
confirmacdo de provavel estimulo a sintese de prostaglandinas pela o-
lactalbumina e seus hidrolisados foi observada pelo aumento de muco aderido a
mucosa gastrica e pelo aumento de PGE, na mucosa gastrica. Estes resultados
sugerem, portanto, que a a-lactalbumina e as fragbes testadas de seu hidrolisado
protegem a mucosa gastrica através da acdo de substancias sulfidrila e por
estimular a sintese de prostaglandina.
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