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RESUMO GERAL

Os objetivos desse trabalho foram investigar as propriedades imunomoduladoras e
anticancer apresentadas por concentrados de proteinas de leite bovino, com
atencao especial as proteinas do soro. Para tal, foi estabelecida uma metodologia
adequada para a producao de concentrados de caseinas e de proteinas de soro,
que possibilitasse preservar a0 maximo suas propriedades estruturais e
funcionais. Os concentrados protéicos produzidos foram caracterizados quanto a
composicao centesimal e o perfil de amino&cidos. Para a obtencdo do caseinato
de sédio (CNa) e do concentrado protéico de soro acido (CSA), empregou-se a
precipitacdo da caseina no pH isoelétrico (pH 4,6, 20°C), usando-se acido latico
(85%). O soro acido obtido foi concentrado por ultrafiltracdo, diafiliracao e
liofilizagdo para obtencdo do CSA. O caseinato foi obtido por neutralizacdo da
caseina isoelétrica (NaOH, pH 7-7,5) e desidratado em spray dryer. A obtencéao do
coagulo de caseina (CoC) e do concentrado protéico de soro doce foi por
coagulacao do leite desnatado e pasteurizado (quimosina, 34°C, 45 min.), usando-
se coagulo comercial (Ha-La, Christian Hansen Brasil). O coagulo de caseina foi
lavado, neutralizado e seco em spray dryer. O soro doce foi concentrado e
desidratado pelo mesmo processo do soro acido. O emprego de tecnologias de
membranas (ultrafiltracdo/diafiltracdo) permitiu a obtengcdo de concentrados
protéicos de soro de leite com mais de 80% de proteinas, sem que ocorresse
desnaturagao que prejudicasse as propriedades imunoldgicas das proteinas mais
termolabeis. Para monitorar a desnaturacdo protéica e as propriedades
imunomoduladoras apresentadas por concentrados protéicos de leite bovino
utilizou-se o teste de CFP (células formadoras de placas), segundo modificagdo da
metodologia de CUNNINGHAM e SZENBERG (1968). Utilizaram-se camundongos
isogénicos machos de 6-8 semanas, da linhagem A/J. Esse teste permite dosar a
resposta imune humoral ou p ou primaria. A técnica foi padronizada e a contagem
de células formadoras de placa foi efetuada em suspensao de células de baco, 5

dias ap0s a imunizagdo, quando acontece o pico de resposta. Apds a producao de
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cada lote de concentrado protéico os testes de CFP foram sistematicamente
efetuados, encontrando-se bons resultados para os concentrados protéicos de
soro obtidos. A irradiagdo do CSD com doses de 3 e 5kgy promoveu efeitos
distintos na resposta imune, observando-se valores mais elevados de CFP/baco
na dose menor de irradiagdo. A existéncia de propriedades imunomoduladoras e
anticAncer em proteinas de soro de leite foi avaliada em comparagdo com a
caseina e o isolado protéico de soja, comerciais. Utilizaram-se 132 fémeas de
camundongos da linhagem A/J, sendo 33 animais para cada tratamento,
recebendo a dietas contendo 20% de proteina e 15% de lipidios (6leo de milho,
banha de porco e gordura de coco), segundo AIN-76 (1977), durante 32 semanas.
Como fonte de proteina foram utilizados o concentrado protéico de soro doce
(CSD), o Immunocal™ (IM), a caseina comercial (CC) e o isolado protéico de soja
(IPS). Apds 4 semanas em dieta, os animais foram injetados com azoximetano
(5mg/Kg de peso corporal), durante 6 semanas consecutivas, para indugdo de
cancer de célon. Os animais foram sacrificados em 3 tempos diferentes, quando
foram efetuadas as analises da resposta imune humoral (CFP) em bagos,
dosagens de glutationa nos figados e monitoramento do desenvolvimento da
doenca (focos de criptas aberrantes - FCA), quantificacao e analise histolégica de
tumores no coélon. Nao houve diferenga entre os ganhos de peso, para todos os
tratamentos. Verificou-se correlagcao positiva entre as concentragoes de glutationa
no figado e o numero de células produtoras de anticorpos (CFP), no bago dos
camundongos (r = 0,998 e r = 0,995), com 4 semanas e 30-32 semanas,
respectivamente. Maior numero de tumores foi observado nos camundongos
alimentados com IPS (18,20 + 5,46), seguido daqueles em dieta contendo CC
(14,33 + 3,43), diferindo estatisticamente (p < 0,05) do CSD e IM (9,33 + 2,96 e
8,56 + 3,09), respectivamente. Nas condicées utilizadas neste trabalho, as
proteinas de soro de leite ofereceram consideravel protecdo ao animal contra a

inducao de tumores, em relagédo as outras fontes protéicas analisadas.
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GENERAL SUMMARY

The objective of the present work was the investigation of immunomodulation and
anticancer properties presented by bovine milk proteins with special attention to
the whey proteins, in the form of whey protein concentrate (WPC). For such a task,
adequate methodology was established for the production of concentrates of
caseins and whey proteins, which permitted maximum preservation of their
structural and functional properties. The protein concentrates produced were
characterized for percentual components composition and their amino acid profiles.
For the obtention of sodium caseinate (NaC) and of acid whey protein concentrate
(aWPC) precipitation of casein at the isoeletric pH (pH 4.6, 20°C) was used. The
acidic whey was concentrated by ultrafiltration/diafiltration and liophilization to
obtain the WPC. The caseinate was obtained by neutralization of the isoeletric
casein clot with sodium hydroxide solution, then dehydrated in spray dryer.
Coagulated casein (CoC) and the “sweet” whey were obtained by treating defatted
and pasteurized milk (72°C , 20 sec) with commercial preparation of coagulum
(Ha-La, Chr Hansen Brasil) containing chymosin, for approximately 45 min at 34°C.
Coagulum and “sweet” whey were separated by filtration. The coagulum was
washed several times with water, homogenized (hammer mill and colloidal mill),
neutralized and the suspension was spray dried. The whey was concentrated by
ultrafiltration, submitted to diafiltration, freeze-dried and lyophilized. Whey protein
concentrates (WPC) containing 80-85% protein was obtained with minimum
denaturation of the most labile proteins. Protein denaturation was monitored by
solubility tests in aqueous solutions at pH 4.6. Immunomodulating activity of the
WPC was monitored by the plaque forming cells method (PFC), according to
modification of Cunningham and Szenberg (1968) procedure. Isogenic male mice
of the A/J line (6-8 weeks of age) were used in the tests. The test measures
humoral or primary immune response by the spleen cells. The technique was
standardized and the PFC counting was done in spleen cells suspension five days

after immunization when the immune response was at maximum. PFC tests were
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performed for each lot of WPC produced. The immunomodulating and anticancer
properties of WPC and WPI (IM) from cows milk were studied in comparison with
casein and soy protein isolate, commercial preparations. One hundred and thirty
two A/J female mice were used in the experiments, 33 for each treatment. They
were maintained in isolators and fed diets containing 20% to protein and 15% lipids
(corn oil, lard and cocoa fat), modified according to AIN-76 (1977), during 32
weeks. The following protein sources were utilized: whey protein concentrate
(WPC), Immunocal™ (IM), commercial casein (CC) and soy protein isolate (SPI).
After 4 weeks on the diets the animals were subcutaneously injected with
azoxymethane (5mg/kg bw) for 6 consecutive weeks, for colon cancer induction.
The animals were sacrificed at 3 different time intervals, when spleen immune
response (PFC), liver glutathione concentration, monitoring of carcinogenesis
(aberrant crypt foci, ACF), quantification and histological analysis of colon tumors
were evaluated. No statistical differences were found in body weight gain among
treatments. A strong positive correlation was found between liver glutathione
concentration and antibody producing cells in the spleen (PFC), r=0.998, r=0.995,
after 4 weeks and 32 weeks, respectively, ther beginning the experiment. The
largest number of tumors was found in the animals fed the SPI diet (18.20 £ 5.46),
compared to CC (14.33 £ 3.43) and the groups fed WPC and IM, respectively 9.33
+ 2.96 and 8.56 £ 3.09. No statistical difference was found between WPC and IM
and both were superior and statistically different from CC and SPI. It suggested
that whatever the mechanisms may be, the milk protein, in special the whey
proteins protected the intestinal tissue against specific carcinogen for colon cancer

in mice.
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INTRODUCAO GERAL

O mundo ocidental industrializado enfrentou novos desafios, frente ao
crescimento exponencial dos custos com os cuidados a saude, aumento da
expectativa de vida, a evolucdo do conhecimento cientifico e o desenvolvimento
de novas tecnologias que permitem mudar o estilo de vida. A ciéncia se adaptou a
essa situacado, desenvolvendo novos conceitos, dentre 0s quais, a nutricao
otimizada, visando maximizar as fungbes fisiolégicas de cada individuo para
assegurar o bem-estar e a saude e, ao mesmo tempo, diminuir o risco de doengas
durante toda a vida (ROBERFROID, 2000).

O leite bovino é um fluido biol6gico que contém agua, lipidios emulsionados,
micelas de caseinas coloidais, proteinas dissolvidas em agua, carboidratos, sais
minerais e micronutrientes, nas seguintes porcentagens: 87% de agua, 3,5 a 3,7%
de gordura, 4,9% de lactose, 0,7% de cinzas e 3,5% de proteinas. E rico em
minerais (calcio, fésforo, potassio e zinco), vitaminas do complexo B e vitaminas A
e D (AINSWORTH, 1996).

A composicao do leite é bastante variavel entre as espécies, particularmente
no que diz respeito aos teores de proteina, de gordura e lactose. O leite da maioria
dos mamiferos difere do leite humano sob varios aspectos, inclusive por
apresentar maiores concentracdes de proteinas totais e de caseina e menor
concentracado de proteinas de soro. Assim, o leite humano apresenta a maior
relagdo proteinas de soro/caseinas. A baixa concentracdo de proteina total e a
elevada proporcao de proteinas do soro, no leite humano, sao caracteristicas que
estdo associadas ao crescimento lento e a dilatada longevidade da espécie
humana (BOUNOUS; KONGSHAVN; GOLD, 1988; SGARBIERI, 1996).

A soja € outra fonte interessante de proteinas de boa qualidade para a
alimentagdo humana. E de baixo custo, altamente disponivel e apresenta boa
funcionalidade, do ponto de vista fisiol6gico e tecnoldgico. Considerando os varios



beneficios que a soja pode trazer para os consumidores, a inclusdo dessa
leguminosa e de seus derivados como parte da dieta diaria € altamente
recomendavel pois contribuem para prover energia e 0s nutrientes necessarios ao
crescimento, desenvolvimento e manutencdo. Os componentes presentes, tais
como o0s antioxidantes naturais, as isoflavonas, os fosfolipidios e outros,
contribuem para uma melhor qualidade de vida auxiliando no bem-estar fisico, no
melhor funcionamento do organismo e na prevencao de doengas crénico-

degenerativas (ENDRES, 2001).

Os concentrados e isolados protéicos de soja e de soro de leite e os
caseinatos sdo os principais ingredientes funcionais utilizados na formulacdo e
preparagdo de novos alimentos e na substituicdo de ingredientes em alimentos

convencionais.
O presente trabalho teve como objetivos:

- Estabelecer metodologias adequadas para a producéao piloto de concentrados
de caseinas e de proteinas de soro de leite bovino;

- Avaliar qual linhagem de camundongos apresenta melhor resposta antigénica

e qual tipo de proteina estd associada a esse perfil de resposta;

- Verificar as possiveis propriedades imunoestimulatérias e antitumorais
apresentadas por proteinas de soro de leite, nas formas de concentrado
protéico de soro doce (CSD) e immunocal™ (IM), comparativamente a caseina

(CC) e ao isolado protéico de soja (IPS).

Essa tese esta dividida em quatro capitulos. O primeiro apresenta uma
revisdo de literatura sobre propriedades fisico-quimicas, nutritivas e fisioldgicas
apresentadas por proteinas do leite e da soja. No capitulo 2 foram descritos
métodos de producgéo e caracterizagdo de concentrados protéicos de leite bovino.
O capitulo 3 trata da propriedade imunoestimulante apresentada por algumas
proteinas do leite, propondo também uma metodologia para o seu estudo. O

ultimo capitulo descreve um estudo desenvolvido para verificar a existéncia de



efeito antitumoral exercido por concentrados protéicos de leite, comparados com

um isolado protéico de soja, a metodologia utilizada no monitoramento.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA: PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS,
NUTRITIVAS E FISIOLOGICAS DAS PROTEINAS DE LEITE BOVINO
E DA SOJA.

1.1 Proteinas do leite

A caseina representa 80% das proteinas do leite de vaca, sendo que os
20% restantes se encontram no soro. O soro contém uma mistura rica e
heterogénea de proteinas com atributos funcionais, podendo ser utilizadas para
fins nutricionais, bioldgicos e em alimentos. O soro de leite bovino contém de 4 a
79 de proteina/litro, sendo que a concentracao real depende do tipo de soro (acido
ou doce), estagio de lactacao e condigdes de processamento usados na producao
do queijo ou da caseina (MARSHALL; HARPER, 1988).

O desenvolvimento das tecnologias de separacao permitiu agregar valor ao
leite, por meio da producao de ingredientes protéicos para usos especificos na
industria de alimentos. As caseinas e as proteinas do soro, principais proteinas do
leite, podem ser isoladas por meio da manipulagdo de suas propriedades fisicas,
seguido do uso de tecnologias especificas de separagdo. A introducdo de
modificagcbes de processamento permite obter ingredientes com amplas
caracteristicas funcionais, incluindo os concentrados e isolados protéicos de leite,
caseinas, caseinatos, concentrados, isolados protéicos de soro, hidrolisados e
outros. Dentro de cada uma dessas categorias de ingredientes existe ainda maior
diferenciagéo, relativa as necessidades nutricionais e funcionais desejadas ao
produto final (HUFFMAN; HARPER, 1999).



Do ponto de vista das propriedades funcionais tecnoldgicas, caseinas e
proteinas de soro de leite apresentam muitas semelhancas (JOST, 1993; LEE et
al., 1992).

1.2 Obtencao de concentrados protéicos de soro de leite bovino

Soro é a designacao da fase aquosa do leite que é separada por
centrifugacao depois da precipitacdo das caseinas em pH 4,6 e temperatura de
20°C, e da fase aquosa que € separada do leite pela retracdo do coagulo
enzimatico de caseinas, na fabricacdo do queijo. Os soros obtidos nessas
condicbes sdo referidos como soros acido e doce, respectivamente (WONG;
CAMIRANT; PAVLATH, 1996).

Os concentrados e os isolados protéicos de soro sdo preparagdes contendo
25 a 95% de proteina em peso seco e sdo produzidos comercialmente por
ultrafiltracdo, adsorcao e troca i6nica e precipitacdo com polifosfato ou filtragdo em
gel, freqlentemente associada com a desmineralizacdo e a cristalizacao da
lactose. Os produtos protéicos de soro com mais de 90% de proteina em peso
seco sao chamados de isolados (MARSHALL; HARPER, 1988).

As etapas iniciais de processamento do soro doce sdo sempre iguais. A
temperatura do soro no momento em que € separado da massa de queijo é de
35°C a 38°C. O soro contém aproximadamente 4,9% de lactose, bem como todos
0s nutrientes necesséarios para o crescimento de culturas lacteas. O objetivo da
primeira etapa de processamento de soro consiste em interromper a conversao de
lactose em acido latico. Isso pode ser feito por meio de pasteurizacao imediata do
soro para desativar a cultura ou por resfriamento rapido do soro a uma
temperatura inferior a 7°C, fazendo cessar o processo de fermentacao, até que o
soro seja pasteurizado. A segunda etapa visa remover residuos de coagulo e
gordura livre que nao ficou aprisionada na massa do queijo. Utiliza-se para isso a
centrifugacao. As particulas de queijo sdo removidas com clarificadora e a gordura
com uma ultracentrifuga separadora. O produto resultante é o soro limpido. As



demais etapas de processamento dependem da composicado e das propriedades
funcionais desejadas para o produto final (HUFFMAN; HARPER, 1999).

Tecnologias de membranas

Essas tecnologias envolvem a passagem do soro fluido juntamente com
seus componentes solUveis por uma membrana semi-permeavel. Por meio de um
gradiente de pressao através da membrana, as moléculas menores capazes de
permear a membrana sao separadas. As moléculas e/ou particulas maiores nao
conseguem atravessar a membrana, sendo continuamente concentradas, até que
se consiga alcancar o fator de concentracao (FC) pré-determinado. Com o uso de
membranas com tamanhos de poros ou valores de peso molecular de corte
diferentes, torna-se possivel separar ou concentrar seletivamente os componentes
do soro. No processo, quase toda a proteina € retida, sendo que o seu teor no
retentado aumenta com o fator de concentragdo (EL-GAZZAR; MARTH, 1991).

Os sistemas de osmose reversa (OR) utilizam membranas com menor
tamanho de poro e valor de peso molecular de corte existentes. As membranas
poliméricas possuem poros que permitem a passagem de moléculas de agua,
retendo e concentrando ao mesmo tempo todos 0s componentes sollveis,
incluindo as moléculas de minerais, lactose, proteinas e lipidios. Os produtos
concentrados por meio de OR sado submetidos a um aquecimento minimo.
Entretanto, o grau de concentracdo é limitado pelo aumento da viscosidade do
concentrado (USDEC, 1997; HUFFMAN; HARPER, 1999).

Os sistemas de ultrafiltracdo (UF) utilizam membranas com peso molecular
de corte variando de 1-200kDa e tamanho de poro de ~0,01um. Quando aplicado
ao soro sob um gradiente de temperatura e pressao, resulta em um retentado
contendo proteinas, glébulos de gordura, coldides e solidos em suspensao, que
fluem ao longo da membrana, sendo concentrados em relacdo aos outros solutos
do soro original, na medida em que retornam continuamente ao sistema, até

alcancar o fator de concentracdo desejado. Agua e solutos de baixo PM fluem



através da membrana, constituindo o "permeado” (GLOVER, 1985; ROSENBERG,
1995).

O grau de concentracado é determinado pelo aumento da viscosidade do
retentado, sendo que existe um limite de concentracdo, diretamente relacionado
ao volume minimo de retentado necessario para alimentar o sistema, sendo
definido pelo tipo de equipamento e condigdes de processamento, utilizados. A
partir desse ponto tem inicio a diafiltracdo, para retirar o maximo possivel de
lactose e de sais minerais, aumentando, gradativamente, a relagdo proteinas-
sélidos. Consiste em lavar continuamente o retentado, fazendo passar através das
membranas, grandes volumes de agua desionizada. O grau de pureza desejado
define a quantidade de ciclos de diafiltracdo. Cada ciclo de diafiltracao
corresponde a passagem pela membrana de um volume de agua igual ao volume
de retentado. A diafiltracdo aumenta a pureza do concentrado protéico, a
funcionalidade dos constituintes e o controle final da composicao (HUFFMAN,
1996).

A UF permite concentrar solutos de alto peso molecular presentes em
solucbes sem aplicacao de calor e sem uso de condicdes fisicas e/ou quimicas
severas. Para as proteinas isso significa concentrar sem qualquer modificacao
mais séria na estrutura e na funcionalidade. Assim é possivel concentrar as
proteinas com o minimo de desnaturacao e as enzimas, sem perda significativa de
atividade (MELLO, 1989). Pesquisas recentes demonstraram ser possivel obter
concentrados protéicos de soro contendo mais que 80% de proteinas, mediante
uso de ultrafiltragdo, com FC variando de 10 - 12, seguido de 12 - 15 ciclos de
diafiltragdo (JACOBUCCI, 1999; ZINSLY, 2000; JACOBUCCI et al., 2001; ZINSLY
et al., 2001).

Durante a UF, com a retirada do permeado através da membrana, ocorre a
formagdo de uma camada secundaria dos componentes retidos sobre a superficie
da membrana. Este fenbmeno é conhecido como concentragdo polarizada ou, se
a camada superficial se torna aderente a membrana, o termo “fouling” € mais

apropriado, levando a queda gradual do fluxo, diminuigdo do rendimento do



processo e da eficiéncia de separagdo na membrana (MEHRA; DONNELLY, 19983;
CARIE et al., 2000). No caso do soro, isto é causado principalmente pela
precipitacdo dos sais de célcio e/ou adsorcdo de proteinas do soro, que ocorrem

na superficie e dentro dos poros da membrana (HANEMA-AIJER et al., 1989).

Existem varias propostas de pré-tratamentos do soro a ser submetido a UF
visando a remocao de parte ou de toda a membrana secundaria evitando ou
reduzindo a precipitacdo dos sais de célcio, podendo minimizar o “fouling” da
membrana e melhorar a taxa de permeacgdo, a composi¢cao e as propriedades do
CPS resultante (MATTHEUS; DOUGHTY; SHORT, 1978; ENNIS; JOHN;
O'CONNELL, 1981; HAYES et al., 1981; KIM et al., 1989; MELLO, 1989).

Outra técnica de utilizagdo de membranas é a microfiltracao (MF), que
emprega o processo de fluxo tangencial sob um gradiente de pressao utilizando
uma membrana com taxa de rejeicdo de peso molecular acima de 100.000 e
porosidade 0,1 micron. E uma etapa anterior a ultrafiltragdo, podendo aumentar
sua eficiéncia. As proteinas soluveis, bem como a lactose, os minerais e a agua,
permeiam as membranas sem problemas. O processo remove microrganismos e
glébulos de gordura que sao concentrados e separados dos demais componentes
do soro (ROSENBERG, 1995; HORTON, 1996).

Os concentrados protéicos de soro obtidos com utilizagcao de tecnologias de
membranas podem ser desidratados por dois processos: atomizacao (“spray
drying”) e liofilizagdo. A secagem no "spray dryer" envolve a atomizacdo de
solugdes concentradas em fluxo de ar quente. Com o controle do tamanho das
particulas, da temperatura e do fluxo do ar, é possivel evaporar a agua, a0 mesmo
tempo em que os sélidos ficam expostos & temperatura relativamente baixa. E o
procedimento mais comum na fabricacdo de produtos de soro em pd. Na
liofilizacdo, a eliminacdo da agua se processa por sublimacao do gelo e assim, o
produto a ser desidratado tem que se apresentar na forma congelada (-40 a -
60°C) (HUFFMAN, 1996).



1.3 Proteinas de soro de leite bovino

Tradicionalmente, o termo “proteinas de soro” refere-se as proteinas do
leite que permanecem no soro apds a separacao da caseina ou a producao de
queijo. As principais proteinas do soro sao a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina,
duas proteinas globulares de baixo peso molecular que representam de 70 a 80%
das proteinas do soro, seguidas da albumina sérica e das imunoglobulinas. As
imunoglobulinas incluem IgG, IgA e IgM, sendo que a IgG corresponde a 80% do
total das imunoglobulinas de leite bovino. Essas proteinas, junto com a
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima e xantina oxidase s&o importantes com
relacdo as propriedades antimicrobianas do colostro (REITER, 1985; JENNESS,
1988; MARSHALL; HARPER, 1988).

Propriedades fisico-quimicas

Quando o pH do leite é ajustado para 4,6 a caseina se precipita,
separando-se do soro, que contém trés fracées nitrogenadas distintas: cerca de
0,1% de proteoses-peptonas, ndo coagulaveis pelo calor; 0,44% coagulavel
termicamente e 0,20% de nitrogénio protéico (MODLER, 2000).

As proteoses-peptonas originam-se da B-caseina, por acdo da plasmina,
protease nativa do leite. Esses fragmentos ndo sao precipitados por ajuste de pH
para 4,6 e nem afetados por aquecimento. A massa molecular varia de 4.100 a
40.800Da, sendo apenas, em parte, retida na ultrafiltracao, consistindo de 15-20%
do total de proteinas do concentrado protéico de soro (MARSHALL, 1982;
SWAISGOOD, 1982).

Com o aquecimento, as proteinas do soro se precipitam na seguinte ordem:
primeiro as imunoglobulinas, seguidas pela p-lactoglobulina, albumina sérica e a-
lactalbumina, seguindo as temperaturas de desnaturacdo. A desnaturacao da a-
lactalbumina é altamente reversivel quando comparada as outras proteinas,

aparecendo por isso como mais termoresistente (MODLER, 1985).



Enzimas proteoliticas como a quimosina aumentam em cerca de 0,04% o
teor de proteinas ndo coagulaveis por calor no soro, em relacdo ao soro obtido por
coagulacdo 4&cida. A quimosina cliva a «-caseina entre os residuos de
aminoacidos Metos-Pheigs para liberar um glicomacropeptidio (GMP), contendo
aproximadamente 64 residuos de aminoacidos, dependendo da variante genética
da caseina. Esse fragmento protéico tem cerca de 6.800Da de massa molecular e
ponto isoelétrico de 4,4, ndo sendo sensivel ao calor, aparecendo na fragéao

peoteose-peptona do soro, derivada da produgao de queijo (MODLER, 2000).

Aproximadamente 64% (3,3g/L) da proteina do soro coagulavel pelo calor
corresponde a B-lactoglobulina, existindo como um dimero de 2 subunidades
idénticas com cada monémero contendo um grupamento sulfidrila (—SH) e duas
ligacdes dissulfeto (—S—S—). Cerca de 90% dos grupos —SH livres no leite sao
provenientes da p-lactoglobulina. A a-lactaloumina corresponde a 19% das
proteinas do leite precipitaveis por calor. Essa proteina existe como um monémero
contendo 4 ligagdes dissulfeto e nenhum grupamento sulfidrila livre (MODLER,
2000).

Propriedades nutritivas

O soro de leite, na forma de concentrado protéico (CPS), representa uma
mistura de proteinas com importantes propriedades fisicas, quimicas e funcionais,
desempenhando papel na nutricdo, como uma fonte excepcionalmente rica e
balanceada de aminoacidos essenciais de elevada digestibilidade e rapida
absorcdo (REGESTER et al., 1996; SMITHERS et al., 1996).

Propriedades funcionais tecnoldgicas
As propriedades funcionais tecnoldgicas das proteinas dependem de sua

composicao, estrutura e, consequientemente, de suas propriedades fisico-

quimicas. Assim, € necessario conhecer as caracteristicas fundamentais das
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proteinas para entender e explicar seu comportamento tecnolégico e funcional
(KINSELLA; RECTOR; PHILLIPS, 1994; MITCHELL; HILL, 1995; SINGH; YE;
HAVEA, 2000)

A funcionalidade das proteinas é um fator complementar a qualidade
nutricional. Do ponto de vista tecnoldgico, as propriedades funcionais importantes
sao aquelas que melhoram o comportamento tecnoldgico da proteina, melhorando
as caracteristicas de aparéncia e sensoriais dos produtos que as contém. Dentre
essas propriedades, as de maior interesse sdo: solubilidade, capacidade de
retencdo de 4gua e gordura, capacidade de emulsificacdo e estabilidade de
emulsdes, capacidade de formagdo de espuma e estabilidade de espuma,
capacidade de geleificacdo e propriedades dos géis, formacdo de filmes
comestiveis e/ou biodegradaveis, microparticulacdo de proteinas e interagdes
proteina-hidrocol6ides (SATTERLEE, 1981; KATO; KOBAYASHI, 1991; RAEMY;
LAMBELET, 1991; QUEGUINER et al., 1992; XU et al., 1992; BOMBARA;
PILOSOF; ANON, 1994; LEGAWO et al., 1996; OTTE et al., 1996; VAGHELA;
KILARA, 1996).

Dentre as propriedades funcionais mais importantes apresentadas por
proteinas do soro de leite destacam-se a solubilidade em amplas faixas de pH,
concentracao de proteina, temperatura e condi¢coes idnicas. Grande parte das
proteoses-peptonas do soro sdo produtos de degradacdo das p-caseinas e
contribuem para a propriedade formadora de espuma apresentada pelo soro
(MARSHALL; HARPER, 1988). O modo de produzir concentrados ou isolados
protéicos de soro pode resultar em alguma desnaturagdo protéica por calor,
agregacdo da proteina com Ca*?, interacdo com lactose e lipidios polares,
tendendo a reduzir a solubilidade das proteinas. As proteinas do soro que nao
sofreram desnaturagao térmica permanecem completamente sollveis na faixa de
pH que varia de 4 a 5, sendo possivel estimar o grau de desnaturacéo protéica,
através de medidas de solubilidade de concentrados em pH 4,6 (MORR,;
FOEGEDING, 1990; MORR; HA, 1993).
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Propriedades funcionais fisiologicas

A superioridade das proteinas de soro foi observada a partir de pesquisas
efetuadas para analisar os efeitos de diferentes proteinas alimentares no sistema
imune de animais, quando se verificou que o isolado protéico de soro de leite
contém altas quantidades dos precursores de glutationa, cistina e glutamilcistina, e
que a mistura dessas proteinas desempenha papel importante na manutencao dos
niveis celulares de glutationa (GSH), necesséarios para garantir uma resposta
imune eficiente (BOUNOUS; KONGSHAVN, 1978). As proteinas de soro de leite
apresentam acoes fisiolégicas especificas, “in vivo”, estando associadas a varios
efeitos biolégicos observados em estudos com animais e humanos, que variam
desde atividade anticancer até uma possivel influéncia na funcao digestiva. Essa
propriedade fisiolégica funcional sé foi observada em proteinas de soro que nao
sofreram desnaturacéo (BRINK, 1996; McINTOSH et al., 1998).

As proteinas de soro representam uma alternativa para aumentar os niveis
celulares de GSH sempre que necessario. O efeito fisioldgico observado depende
dos peptidios glutamilcistina contidos na albumina, B-lactoglobulina, lactoferrina e
imunoglobulina G, sendo importante manter a integridade desses componentes
protéicos (BRINK, 1996; BOUNOUS, 2000).

A diminuicdo nos niveis celulares de glutationa foi observada em varias
doencas, incluindo Parkinson, Alzheimer, aterosclerose, catarata, fibrose cistica,
AIDS e cancer (MONTAGNIER; OLIVIER; PASQUIER, 1998). Por outro lado, a
demanda fisiolégica do organismo por GSH pode existir sob varias condicdes,
incluindo: produgao de oxiradicais endégenos durante atividade imune e exercicio
muscular intenso; desintoxica¢ao de poluentes e prote¢ao contra radiagédo. Aceita-
se que em situagdes de desafio, a competigcdo por precursores de GSH pode levar
a deficiéncias funcionais isoladas ou multiplas. O sistema imune necessita de
GSH, podendo competir por seus precursores com outros érgaos envolvidos na
defesa do organismo contra poluentes ou radiacao ultravioleta (BOUNOUS, 1997).
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Como a disponibilidade sistémica de glutationa de origem oral é irriséria no
homem, e pelo fato de ndo haver evidéncias de seu transporte para o interior das
células, a GSH tem que ser sintetizada intracelularmente (MEISTER; ANDERSON,
1983; KAPLOWITZ; AW; OOKHEENS, 1984). O fluxo interno de cisteina,
glutamato e glicina pode ser insuficiente sob determinadas circunstancias e a
cisteina torna-se limitante na sintese de GSH. O fornecimento de cisteina livre nao
é recomendado por ser téxica e facilmente oxidada. Por outro lado, a cisteina
presente como cistina (duas cisteinas ligadas por ligacdes dissulfeto), liberada
durante a digestdo no trato gastrintestinal, € mais estavel do que o aminoécido
livre porque a ligacao dissulfeto é resistente a tripsina e pepsina, podendo ser
clivada por calor e atrito mecénico (BOUNOUS; GOLD, 1991). Desse modo, a
cistina atravessa a barreira intestinal sem ser alterada, podendo ser reduzida em
duas moléculas de cisteina ao entrar na célula (BOUNOUS, 1997). Alguns dos

efeitos fisiolégicos comprovados sao descritos a seguir.

e Acdo estimuladora do horménio de crescimento

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) é liberado durante o
metabolismo do horménio de crescimento. A quantidade de IGF-1 produzida
determina a extensdo dos efeitos do horménio de crescimento no desenvolvimento
de criancas e na formagéao de musculos em adultos. Varios estudos demonstraram
que a quantidade de IGF-1 é diretamente proporcional a qualidade da proteina
dietética. A hidrolise das proteinas de soro para se obter di-, tri- e oligopeptidios
(peptidios de cadeias curtas e médias), aumenta o valor biolégico do soro e a
liberagao de IGF-1 (BRINK, 1996).

e Imunomodulagéo

A habilidade dos linfécitos em compensar danos oxidativos é medida pela
capacidade apresentada por essas células em regenerar estoques intracelulares
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de GSH, promovendo assim uma resposta mais eficiente ao estimulo antigénico
(NOELLE; LAWRENCE, 1981; FIDELUS; TSAN, 1987).

A resposta imune humoral apresentada por camundongos alimentados com
uma dieta contendo 20g de concentrado protéico de soro de leite por 100g de
dieta foi significativamente maior do que a apresentada por animais alimentados
com outras dietas de eficiéncia nutricional similar, nas quais o soro bioativo foi
substituido por outras proteinas como caseina, e oriundas de soja, trigo, milho,
ovo, peixe, carne, proteina das algas Scenedesmus e Spirulina maxima ou ragao
comercial (BOUNOUS; KONGSHAVN; GOLD, 1988).

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

Outras evidéncias para o envolvimento de GSH na modulacdo da fungao
imune vém de pesquisas com o Virus da Imunodeficiéncia Humana - HIV. O
sistema oxidante-antioxidante nos humanos encontra-se amadurecido desde o
nascimento, podendo ser considerado um bom marcador de resposta inflamatéria
como aquela causada pelo HIV-I (MORENO, 2002). O sistema enzimatico com
acao antioxidante superdéxido dismutase, catalase, glutationa, glutationa
peroxidase e redutase e outros, como acido ascorbico, tocoferdis e acido Urico
promovem equilibrio entre os dois sistemas evitando o estresse oxidativo
(BARUCHEL; WAINBERG, 1992; GRIMBLE, 1999; GALIZIA; WAITZBERG, 2001).
Na infeccao pelo HIV-I, a deplecéao de linfécitos TCD4" e a indugao de apoptose
sao decorrentes do estresse oxidativo, contribuindo para a progressdao da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - AIDS e o desenvolvimento da
imunodeficiéncia (STAAL, 1997; ALLARD et al., 1998; PATRICK, 2000).
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A deficiéncia de GSH é uma das conseqliiéncias mais precoces da infecgao
pelo HIV-I. Individuos infectados apresentam menor concentracao de glutationa
nos linfocitos e aqueles que apresentam GSH em suas células T de defesa,
primeiro alvo do virus HIV, apresentam maior sobrevida (STAAL et al., 1992;
HERZENBERG et al., 1997). Em estudo piloto com criangas infectadas pelo HIV-1
e suplementadas com proteinas de soro de leite por 6 meses, foi observado, em
algumas delas, aumento da GSH nos linfécitos (BARUCHEL et al., 1998). A
suplementagao nutricional de criangas com AIDS, com o concentrado protéico rico
em cisteina, aumenta os niveis de GSH nos eritrocitos e sugere a melhora da
relacao entre os linfécitos T CD4*/CD8" (MORENO, 2002). Adultos infectados pelo
HIV-l com suplementagcdo alimentar semelhante, apresentaram aumento dos
niveis de GSH plasmatica e de células mononucleadas (BOUNOUS et al., 1993;
MICKE et al., 2001).

e Efeito hipocolesterolémico

Alguns dos resultados obtidos com relacao ao efeito das proteinas de soro
nas concentracoes séricas e hepaticas de colesterol sdo contraditérias. Stahenlin
e Ritzer (1979) afirmaram que as proteinas de soro de leite ndo exerceram efeito
nos niveis de colesterol sérico. Yoshida, Yahiro e Ahiko (1988) observaram para
as mesmas proteinas um efeito redutor do colesterol sérico, enquanto Lovati e

outros (1990) verificaram elevacao nesses niveis.

Nagaoka, Kanamaru e Kuzuia (1991) estudaram os efeitos das proteinas de
soro e da caseina nos niveis séricos e hepaticos de lipidios em ratos, verificando
que as proteinas de soro apresentaram efeito hipocolesterolémico, comparadas a
caseina. O modo pelo qual as proteinas de soro reduziram o colesterol hepatico
foi atribuido, principalmente, a diminuicdo do LDL-colesterol. Em outro
experimento, utilizando as mesmas fontes protéicas, acrescentadas de 1% de
colesterol, eles encontraram concentragcdes de colesterol sérico total

significativamente menor no grupo alimentado com proteina de soro lacteo.
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Sautier e outros (1983) observaram nas concentracées séricas, um efeito
hipocolesterolémico das proteinas de soro de leite em relacdo a caseina,
utilizando dietas sem adicéo de colesterol, embora as concentragcdes de colesterol
hepatico ndo tenham sido reduzidas significativamente. Choi, |lkeda e Sugamo
(1989) contudo, s6 encontraram esse efeito hipocolesterolémico, quando as dietas
foram adicionadas de colesterol. Lapré e outros (1989) sugeriram que esse efeito
das proteinas de soro nao foi observado em ratos alimentados com dietas
contendo 0,15% de colesterol, resultados confirmados por outros pesquisadores.
E possivel que em ratos alimentados com altas quantidades de proteinas de soro
de leite, a sintese de colesterol seja inibida, o que ficou mais evidente por
observacao da reducao nos niveis de VLDL-colesterol. As menores concentragdes
de colesterol hepético observadas em ratos com dietas de proteinas de soro de
leite podem também apontar para a diminuicdo da colesterogénese (ZANG;
BEYNEM, 1993).

As proteinas de soro de leite, utilizadas em concentragdes de 20 e 30% da
dieta de ratos, apresentaram efeito hipocolesterolémico. O efeito foi mais evidente
no soro sanglineo e figado, respectivamente. Nao houve tendéncia definida
quanto a lipidemia sérica e hepatica (JACOBUCCI, 1999; JACOBUCCI et al.,
2001).

e Doencas crbnico-degenerativas

Existe relacao entre as doencgas neurodegerativas e os niveis organicos de
glutationa. Com o envelhecimento, o suprimento de glutationa diminui e ha
aumento na producao de radicais livres, mediadores de varias doencas. Os
tecidos do cérebro de pessoas que morreram com mal de Alzheimer
apresentavam niveis reduzidos de glutationa e glutationa peroxidase, além de
niveis mais elevados de lipidios peroxidados do que o mesmo tipo de tecido vindo
de idosos que vieram a Obito sem doenga neuroldgica significativa. Aqueles
pacientes também apresentavam niveis normais de vitamina E, outro importante

antioxidante, sugerindo que o declinio de glutationa e ndo de vitamina E,
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associado ao envelhecimento, pode ser uma das causas da doenga de Alzheimer.
Essa doenca também foi associada a niveis altos de aluminio no cérebro. Tendo
em vista que uma das fungdes da glutationa é eliminar materiais toxicos, parece
que o declinio de GSH, associado ao envelhecimento, pode causar acumulo de
metais toxicos e acao de radicais livres nas células do cérebro, ricas em oxigénio,

0 que pode, por sua vez, levar a doencgas neurodegenerativas (BRINK, 1996).

A diminuicdo dos niveis de GSH nos tecidos do cérebro foi associada a
gravidade da invalidez de pacientes com Parkinson, embora tais relagbes néo
tenham sido encontradas para os niveis de ascorbato (vitamina C). Parece que a
habilidade das células sobreviverem aos processos oxidativos estd associada a
sua habilidade em manter seus niveis de glutationa. A vitamina C pode nao ser
capaz de proteger os neurdnios envolvidos na doenga de Parkinson porque essa
doenca é caracterizada pela presenca de altos niveis de ferro, o qual é reduzido
pela vitamina C para gerar niveis altos de radicais livres. O ferro pode também
causar danos ao cérebro porque se complexa com a melanina, e ndo com a
melatonina, dando origem a radicais hidroxilas téxicos que levam a destruicao das
células (BRINK, 1996).

O declinio dos niveis de glutationa com o envelhecimento também foi
associado ao aumento do risco de aterosclerose. Isso porque a glutationa é capaz
de prevenir a oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) associada ao
colesterol. Quando as fragdes LDL-colesterol se oxidam elas provocam lesées nas
paredes das artérias que, gradualmente, sao transformadas em placas que vao se
fechando e bloqueiam a passagem do sangue, podendo provocar infarto do
miocardio e ou acidente vascular cerebral — AVC (BOUNOUS, 1997).

A administracdo, durante 3 meses, de CPS a pacientes com hepatite B e
durante 12 semanas a 25 pacientes crénicos com hepatite B ou C, restituiu as
concentragdes de GSH nos linfécitos a niveis normais. A suplementagéo por longo
prazo com CPS é efetiva em melhorar as disfungbes do figado nos casos de
hepatite B. Nao foi observado efeito associado a suplementacdo em 17 pacientes
cronicos com hepatite C (WATANABE et al., 1996). O sucesso desse tipo de
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tratamento usando precursores naturais de GSH indica, claramente, que na
maioria das condicdes clinicas e experimentais caracterizadas por diminuicao nos
niveis de GSH, a capacidade das células em promover a sintese € mantida.
Assim, concentracdes 6timas de GSH podem ser obtidas por meio de um “sistema
adequado de entrega de cisteina”, tal qual aquele fornecido pelo concentrado

protéico de soro de leite (WATANABE et al., 2000).

e Longevidade

Em ensaio para verificar longevidade, hamsters adultos e filhotes foram
alimentados com racao comercial e com dietas contendo 10, 20 ou 40% de
proteinas de soro. Os animais alimentados com proteina de soro viveram
significativamente mais tempo do que o0s animais alimentados com dieta
comercial. Nado houve diferenca estatisticamente significativa no crescimento e
ganho de peso em hamsters que receberam maiores quantidades de proteina de
soro. Um maior tempo de vida foi observado em hamsters machos recebendo
dieta com 20% de proteina de soro. Os animais mais velhos do grupo controle que
receberam racdo comercial chegaram a 88 semanas de idade enquanto que
aqueles alimentados com dietas contendo soro de leite como fonte protéica
viveram 140 semanas, representando aumento na longevidade de 60%. Animais
alimentados com proteina de soro chegaram a viver trés anos (superior a
expectativa para hamsters), enquanto que nenhum dos animais alimentados com
dieta comercial chegou a dois anos de vida, sugerindo um efeito positivo contra o
envelhecimento (BIRT; BAKER; HRUZA, 1982; BRINK, 1996).

e Inibicdo de tumores
As duas teorias mais citadas a respeito da origem do cancer levam em
conta a funcdo protetora exercida pela glutationa, agindo como antioxidante e

desintoxicante. Também se sugeriu que exista forte correlagdo entre os

mecanismos associados ao envelhecimento e ao aparecimento do cancer uma
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vez que a incidéncia do cancer em seres humanos e em animais aumenta,
consideravelmente, com a idade. Além disso, as teorias do envelhecimento
baseiam-se na existéncia de um acumulo de lesdes, tal € a teoria de radicais livres
e outras que explicam a origem de certos tumores. Outros atribuem o aumento na
incidéncia de cancer associado a idade ao maior tempo de exposicdo aos agentes
promotores da doencga ao longo do tempo (RICHIE, 1992; BOUNOUS, 1997).

Varios ensaios com animais demonstram que o concentrado de proteinas
de soro exerce efeito anticarcinogénico. Isso se da via aumento nas
concentragcoes de GSH nos tecidos, podendo exercer efeito inibidor de tumores
menores, via estimulacdo da imunidade por meio da producdo da GSH. A
producao de radicais de oxigénio é um passo critico na carcinogénese e, assim, a

eliminacdo desses radicais € importante para inibir a doenca (BOUNOUS, 2000).

O crescimento de diversos tipos de tumores malignos foi inibido em
camundongos alimentados com dietas contendo uma quantidade de proteinas ou
aminoacidos essenciais menor do que a necessaria para promover crescimento
normal do animal. O teor de caseina das dietas controle, em alguns estudos,
variou de 12 a 28% (p/p). As dietas foram oferecidas por poucos dias ou semanas.
A restricao nas dietas de um aminoacido essencial diminuiu o crescimento dos
tumores mais do que qualquer diminuicdo na quantidade de dieta fornecida
(THEUER, 1971; PINE, 1978).

Outros trabalhos sugerem que o efeito antitumoral apresentado por dietas
com baixo teor de proteinas possa ser devido a efeitos imunoldgicos diferenciais
da caréncia de proteinas. A caréncia de proteinas ou de aminoacidos em
camundongos reduz drasticamente a producédo de anticorpos, embora aumente o
vigor contra células cancerosas. Também se observou que uma dieta contendo
menos que a necessidade minima de aminoacidos essenciais inibe o crescimento
de carcinomas mamarios em camundongos € aumenta a resisténcia do
hospedeiro a Listeria monocytogenes (BOUNOUS; STEVENSON; KONGSHAVN,
1981).
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Todos os estudos efetuados anteriormente levavam em conta a relacéo
entre a ingestdo de proteinas e calorias e 0 crescimento de tumores,
preocupando-se com os efeitos de grandes quantidades de um tipo Unico de
proteinas, seja a caseina ou seu hidrolisado. Bounous, Letorneau e Kongshavn
(1983) compararam os efeitos de duas proteinas diferentes e os hidrolisados de
caseina e de lactalbumina, no crescimento de tumores em camundongos. Eles
também correlacionaram os resultados imunol6gicos com estudos realizados em
outros animais sem tumores e alimentados com as mesmas dietas. Como
resultado, a ingestdo de aminoacidos em excesso propiciou 0 crescimento de
fiorosarcomas implantados e de carcinomas mamarios. Esses efeitos ndo estavam
associados a qualidade das proteinas ou a distribuicdo de aminoacidos,
parecendo ser somente dependentes da concentracdo de nitrogénio ou de

aminoacidos na dieta.

O efeito modulador da resposta imune foi observado em camundongos de
varias linhagens com idade aproximada de 7 semanas (BOUNOUS;
KONGSHAVN, 1982) a 6 meses (BOUNOUS et al., 1985). Bounous, Kongshavn e
Gold (1988) verificaram os efeitos das proteinas do soro no desenvolvimento de
tumores induzidos por 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em camundongos alimentados
com dietas contendo 20% de proteina. O grupo que recebeu soro lacteo
apresentou maior resposta imune humoral. Na fase avancada da doenca a
resposta imune caiu bastante, em todos os grupos dietéticos. Essas medidas,
contudo, refletiram o padrao de resposta imune humoral para alimentos com os
mesmos tipos de proteinas que foram observados em estudos prévios com

animais saudaveis.

O aumento consideravel nos niveis de glutationa no célon, obtido por
ingestdao de proteinas de soro, foi associado a diminuicdo nos tumores, em
experimento piloto feito com carcinoma humano de célon, sugerindo que os niveis
de glutationa nos tecidos modulam a formacao do tumor (ENKER; JACOBITZ,
1976; CORBETT; GRISWOLD; ROBERTS, 1977). Os estudos de Mcintosh e

outros (1995) confirmaram que as proteinas da dieta, em particular as proteinas
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do soro de leite, protegem contra o desenvolvimento de cancer induzido por DMH.
Ripple e outros (1997) encontraram relacdo entre nivel hormonal, reducdo de

glutationa em células de prostata e cancer.

As observacgdes anteriormente descritas ajudam a entender a inibicdo de
tumores observada “in vitro”. A albumina sérica bovina inibiu a producao de
estr6genos em meio contendo células humanas de cancer de mama (LAURSEN;
BRIAND; LYEKESFELDT, 1990). A adicao de soro de leite bovino em meios de
cultura contendo células humanas de cancer de préstata e de mama resultou em
reducao significante do crescimento celular, o que se manifestou ap6s 24 horas de
incubagdo (BOURTOURAULT et al., 1991). A albumina sérica, a a-lactalbumina e
a lactoferrina, proteinas do CPS com maiores concentracbes de cistina
(GOODMAN; SCHANBACHER, 1991). A incubagéao com a-lactalbumina promoveu
apoptose seletiva em células de cancer humano (HAKANSON et al.,, 1995). A
lactoferrina exibiu efeito antitumoral em cultura de células pancreaticas humanas
(SAKAMOTO, 1998). As trés proteinas citadas tém em comum, concentragdes

relativamente altas de cisteina.

Os efeitos do isolado protéico de soro na citotoxicidade de uma potente
droga anticancer foram avaliados em células de hepatomas humanos, colocadas a
crescer em diferentes meios: basal, com o isolado protéico, com a droga ou em
meio contendo droga e isolado protéico. As células que cresceram em meio
combinado apresentaram menor taxa de sobrevida do que aquelas que cresceram
em meio contendo somente a droga. Ha indicativos de que o isolado protéico de
soro aumentou a citotoxicidade da droga, induzindo mais apoptose. O aumento de
células em apoptose pode ser associado com a diminuicdo da GSH nos
hepatomas (TSAI et al., 2000).

A modulagao nutricional da GSH, pelo uso de proteinas isoladas de soro de
leite em AIDS e cancer, pode muito bem encontrar outras aplicagdes em situagoes
onde o estresse oxidativo e doencas do metabolismo de GSH estao intimamente

relacionados. Serdo necessarios estudos farmacoepidemiolégicos extensos no
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metabolismo de GSH intracelular que possibilitem uma definicao clinica do novo
tipo de terapia (BOUNOUS, 2000).

e Atividade anti-ulcerogénica

O estado nutricional tem influéncia direta na maior ou menor incidéncia de
Ulcera, cancer gastrico e intestinal, além de outros processos inflamatérios, que
tém seus fatores determinantes agravados por situacbes comuns da realidade
atual, como o estilo de vida, dieta, estresse e predisposicao genética, que
somadas, reduzem os processos de defesa do revestimento mucoso do estbmago
(BRUNTON, 1996; PONTES; MARCHESE; MAGALHAES, 1998; WALZEM, 1999;
RANG et al., 2001).

A glutationa esta distribuida nas células da mucosa gastrintestinal, de
animais e do homem, em concentracées elevadas. E um importante agente
antioxidante natural na mucosa gastrica (MARTIN et al., 1998; ROSANELI et al.,
2001). As concentragbes encontradas estao relacionadas intimamente com a
citoprotegao gastrica, por impedir a agao nociva de radicais livres toxicos sobre as
células da mucosa (HIRAISHI et al., 1994; SMITH et al., 1996; BIGHETTI, 1999).

A administracdo de glutationa antes da inducdo de Ulcera por estresse,
promove maior protecdo da mucosa gastrica (DAS; BANERJEE, 1993). A
utiizacdo de sulfoximina de butionina, droga inibidora da enzima y-
glutamilcisteina-sintetase, que atua na sintese de glutationa, demonstrou que o
blogueio dessa enzima induz a danos graves na mucosa gastrica (YAMAGUCHI et
al., 1998; HULTBERG; ANDERSON; ISAKSSON, 1999), visto que a fungao
antioxidante exercida pela glutationa, deixa de acontecer (WAKULICH,;
TEPPERMAN, 1997; YAMAGUCHI et al., 1998).

As proteinas do leite exercem papel importante na potencializagdo dos
mecanismos de defesa da mucosa gastrintestinal (DIAL; LICHTENBERGER,

1993). A a-lactalboumina que se encontra em concentragdes significativas no
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concentrado protéico de soro de leite mostrou efeito protetor de indugéao de ulcera
por indometacina (MATSUMOTO et al., 2001).

O uso do CPS no tratamento prévio de animais em modelos de Ulcera
induzida por indometacina e por etanol, foi capaz de reduzir as lesbes gastricas
produzidas, o que demonstra um possivel envolvimento desse produto protéico no
mecanismo de citoprotecao. Além disso, o efeito protetor parece ser mais eficaz a
partir de duas doses, parecendo estabelecer um nivel maximo de protecéao
proximo ao tratamento subcrénico. A analise comparativa do efeito do CPS e da
cimetidina, droga anti-ulcerogénica, sugere que o CPS pode ser utilizado como
coadjuvante dietético no controle e/ou tratamento de Ulcera géstrica provocada por
antiinflamatoérios nao esteroidais, provavelmente como mecanismo de protecao a
mucosa gastrica (ROSANELI, 2002).

1.4 Caseinas

Consistem em grupo heterogéneo de fosfoproteinas que podem ser
isoladas pelos seguintes procedimentos fisicos e quimicos: centrifugacdo do leite
para separar as micelas de caseina, filtragdo em gel, hidrélise enzimatica limitada
da k-caseina e 0 método classico de precipitacao isoelétrica em pH 4,6, entre 20 e
35°C, seguido de centrifugacdo para recolher o precipitado de caseinas. As
caseinas do leite bovino se dividem em quatro fragées: as1, as2, B € k-caseina (XU,
1999) nas proporgdes de 44, 13, 33 e 10%, respectivamente (MARSHALL, 1982).

Propriedades fisico-quimicas
As caseinas apresentam residuos serina fosfato que contribuem para a
estabilidade de suas micelas. Também apresentam alto teor de prolina,

uniformemente distribuida na cadeia polipeptidica, o que limita a formacédo de

estrutura secundaria em a-hélice ou B-pregueada. Com isso, as caseinas
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apresentam estruturas mais abertas do que as proteinas do soro, tornando-as

muito mais susceptiveis a protedlise (MARSHALL, 1982).

Existem diversas variantes genéticas das caseinas e as diferentes variantes
influenciam a carga, o peso molecular e o ponto isoelétrico. A caseina as tem
quatro variantes genéticas (A, B, C e D). A asp também apresenta quatro variantes:
P10 (atss), P11 (0is4), P12 (ais3) € P13 (as2). A B-caseina tem cinco variantes: A3, A%, A',
B e C, enquanto que a k-caseina tem duas, A e B (SWAISGOOD, 1982).

A caseina as1 apresenta forte tendéncia de interacdo hidrofébica, o que
sugere que essa proteina desempenhe funcdo importante na formacdo das
micelas de caseina. A seqUéncia de aminoacidos da [-caseina revela um
segmento amino terminal com elevada densidade de carga negativa, e bastante
hidrofilico, apresentando quatro grupos fosfato no segmento 15-19. O restante do
polipeptidio é fortemente hidrofdbico, contendo alta concentragédo de prolina. As «-
caseinas nao reagem com o Ca*" mas, em presenga desses ions, reagem com as
asi € com as B para formar micelas termodinamicamente estaveis (MODLER,
1996).

Ao contrario das séries asy € B, as cargas da k-caseina nao sao
provenientes do fosfato, o que provavelmente explica a ndo reatividade da «-
caseina com o célcio. As cargas negativas da extremidade C-terminal da molécula
sao reforgadas pela presencga de residuos de carboidratos. A k-caseina constitui
substrato para a acdo da renina. A clivagem ocorre entre os residuos Pheqgs-
Metios, liberando um peptidio C-terminal de PM 6.800, soluvel e um peptidio N-
terminal, p-k-caseina insoluvel, de 12.271Da. A grande hidrofobicidade inerente a
para-k-caseina favorece a agregacao das micelas de caseina ap6s a acao da
renina (SGARBIERI, 1996).

As caseinas encontram-se em forte associacdo devido a combinacao de
fatores como regides hidrofobicas, pontes de hidrogénio, ligagbes dissulfeto e
hidrostaticas (SWAISGOQD, 1982).
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Propriedades nutritivas

As proteinas do leite apresentam um quociente de eficiéncia protéica (PER)
elevado. A caseina, considerada proteina de referéncia, apresenta um PER acima
de 2,5 e o caseinato de sédio, 2,6 (MING, 2000). As analises do valor nutricional
de caseinato de sodio e coagulo de caseina, produzidos em planta-piloto do
Instituto de Tecnologia de Alimentos, Campinas - SP, apresentaram valores de
PER iguais a 3,15 e 3,65, respectivamente (ZINSLY et al., 2001).

Propriedades funcionais tecnolégicas

As caseinas sdo de natureza anfotérica, possibilitando reaces desejaveis
em sistemas alimenticios, nas interfaces 6leo-agua e ar-agua como componente
de sistemas funcionais ou pelo aumento do valor protéico do produto final
(MODLER, 1985; MODLER, 2000).

A caseina comercial, produzida por meio da precipitacao acida ou com uso
de coalho (pepsina mais quimosina), € uma das principais proteinas funcionais
alimentares, conferindo aos produtos formulados melhor aparéncia e propriedades
sensoriais (LAWSON, 1994).

As propriedades dos caseinatos sao influenciadas pelo procedimento de
obtencdo e caracteristicas dos alimentos aos quais sao incorporados. Os
caseinatos de sédio e de potassio sdo soluveis em agua, em valores de pH acima
de 5,5. J4& o caseinato de calcio, em agua, forma suspensao coloidal de baixa
viscosidade e excelentes caracteristicas de cremosidade. Os caseinatos de sodio
e de potassio em concentragdo acima de 15% formam dispersdes de alta
viscosidade porque exibem boas propriedades de ligacdo de agua. Esses
produtos sao utilizados para formular alimentos que necessitam solubilidade,
estabilidade ao calor e propriedades de estabilidade de superficie. Sdo agentes
emulsionantes, espumantes e espessantes eficazes; formam géis em

concentracado de 17% de proteina, sdo termoestaveis, podendo ser mantidos a

25



140°C por 15min em pH 9,0, sem coagulacdao (WONG; CAMIRANT; PAVLATH,
1996).

Caseinas e caseinatos de sodio e calcio podem ser utilizados na
formulacdo de produtos carneos, lacteos, produtos de panificacdo, chocolates e
confeitos, coberturas comestiveis, bebidas lacteas e achocolatados, salgadinhos e
“snacks” (KINSELLA, 1984; SOUTHWARD, 1989; GIESE, 1994; TORRES, 1994).
A utilizacao de caseinatos desidratados na elaboracdo de queijos leva a uma
melhor hidratacdo e rapida dispersdo dos componentes, tendo como resultado
melhor textura no produto final (MANN, 1991).

Propriedades funcionais fisiologicas

Até pouco tempo atras, o principal papel fisiolégico conhecido das caseinas
era servir como fonte dos aminoacidos necesséarios ao crescimento do recém-
nascido. Holt (1997) prop6s como funcao fisiolégica principal do sistema micelar
da caseina a prevencao da calcificacao patolégica nas glandulas mamarias, uma
vez que o célcio e o fosforo ligados a micela de caseina sdo assim transportados
ao organismo da crianga em crescimento sem haver perigo de precipitacdo de

calcio nos tecidos produtores de leite.

e Peptidios bioativos

Embora nenhuma propriedade fisioldgica especifica tenha sido associada a
caseina total ou a fragOes isoladas, varios peptidios existentes na sequéncia de
aminoacidos ja foram estudados. Os peptidios bioativos mais importantes sdo as
casomorfinas, com atividade opidide por se ligarem a receptores opidides no
epitélio intestinal e em outras células (TESCHEMACHER; KOCH, 1991;
SCHLIMME; MEISEL, 1995); antagonistas opidides (FIAT; MIGLIORE-SAMOUR,;
JOLLES, 1993); peptidios com a atividade imunoestimulante (ELLIS; JOHN;
O’CONNELL, 1996; SCHANBACHER et al., 1998); peptidios com atividade anti-

hipertensiva; e fosfopeptidios com habilidade para sequestrar célcio (SGARBIERI;
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PACHECO, 1999), ferro (BOUHALLAB; LEONIL; MAUBOIS, 1991; PERES et al.,
1999; AIT-OUKHATAR et al., 1999; 2000) e possivelmente outros minerais, agindo

como biocarreadores.

A habilidade dos fosfopeptidios de caseina ligarem célcio ja é bem
conhecida, mas nao esta claro se esses peptidios sao efetivos no estimulo do
metabolismo de calcio (transporte, absorcdo e/ou utilizagdo na mineralizacao
Ossea) (JELEN; LUTZ, 1998).

Os residuos fosfoseril das caseinas se ligam fortemente ao ferro (EMERY,
1992), tornando-se sollveis no pH alcalino do duodeno (BOUHALLAB; LEONIL;
MAUBOIS, 1991), o que previne a liberacdo do ferro durante a digestao,
melhorando sua absor¢cdo (HURRELL, 1997).

1.5 Proteinas de soja

Aproximadamente 80 a 90% das proteinas totais da soja sdo de reserva,
precipitaveis em pH 4,5 a 5,5. Sd0 insoluveis em agua em seu ponto isoelétrico,
mas se dissolvem em agua ou solug¢des salinas diluidas, em valores de pH acima
ou abaixo de seu ponto isoelétrico. Constituem uma mistura de macromoléculas
de tamanhos, densidade de carga e estruturas diferentes, podendo ser separadas
por ultracentrifugagdo em quatro fragbes, com velocidades de sedimentagdo
equivalentes a 2, 7, 11 e 15S. As fracdes 7S e 11S perfazem 70% da proteina
total da soja. O restante sedimenta com as fragdes 2S e 15S. A globulina 11S,
também denominada glicinina representa cerca de um tergo do total das proteinas
da soja. A fracdo 15S apresenta peso molecular acima de meio milhdo com base
na velocidade de sedimentagdao (MESSINA, 1999).

O fracionamento dos componentes 2S e 7S revelou a existéncia de varias
proteinas. A fracdo 2S é composta por varios inibidores de tripsina, citocromo C,
alantoinase, mais duas globulinas isentas de atividade biol6gica. A fracdo 7S
representa mais de um terco do total das proteinas de soja, sendo formada de

pelo menos quatro proteinas importantes: beta-amilase, lectina, lipoxigenase e
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globulina 7S. Existem varias formas de lectina e de lipoxigenase. Embora
desprovida de atividade biolégica, as globulinas 7S, da mesma forma que as
lectinas, sdo classificadas como glicoproteinas (LIENER, 1994).

Quando a farinha de soja desengordurada, suspensa em uma solucao a
20% de sacarose em pH 5,0, é centrifugada em um gradiente de sacarose, obtém-
se 0s corpusculos protéicos na forma de “pellets” e um homogenado soluvel em
pH 5,0, semelhante em composicao protéica, as proteinas solUveis obtidas pela
precipitacao isoelétrica. A fragdo soluvel em pH 5,0 contém a fracao 2S e porgoes
da fragdo 7S. Os corpusculos protéicos contém elevada propor¢ao da fragcéo 7S,
toda a fragdo 11S e pequena quantidade da fracao 2S (SGARBIERI, 1996).

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

Propriedades fisico-quimicas

Quando a farinha de soja desengordurada € dispersa em agua destilada
(pH 6,5), observa-se solubilidade quase maxima das proteinas. Elevando-se a
acidez pela adi¢cao de acido, a solubilidade decresce atingindo um minimo em pH
4-5, regidao do ponto isoelétrico. Em pHs mais baixos as proteinas se tornam
eletricamente positivas e se redissolvem. A elevada capacidade de extrair as
proteinas de soja com agua indica que as membranas fosfolipidicas que envolvem
0s corpusculos protéicos sdo facilmente rompidas, liberando as proteinas. As

proteinas de soja quando Umidas ou em solugcdes mostram-se sensiveis ao
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tratamento térmico e sao rapidamente insolubilizadas ao serem tratadas com
vapor (SGARBIERI, 1996).

A fracdo 11S apresenta estrutura hexamérica com peso molecular
aproximado de 360kDa. A estrutura quaternaria é estabilizada por interacdes
eletrostaticas, hidrofébicas e pontes de hidrogénio entre os seus polipeptidios A
(acido) e B (basico), formando a subunidade AB. Logo, as propriedades de
superficie (formacao de espuma e emulsificacao) dessa proteina sao limitadas por
sua conformacdo globular muito compacta, baixa hidrofobicidade superficial e
pequena flexibilidade molecular (WAGNER; GUEGUEM, 1995).

A glicinina e a B-conglicina sao proteinas oligoméricas complexas, onde o
estado de associagao-dissociacdo e a estabilidade térmica sao altamente
dependentes do pH e da forga idnica (PETRUCELLI; ANON, 1994).

A desnaturacao térmica conduz a dissociacao da proteina em subunidades,
ao desdobramento de sua estrutura e a exposicao de seus grupos hidrofébicos. A
desnaturacdo de suas fragcdes depende de diversas condigcbes como pH, forca
ibnica, presengca de grupamentos sulfidrilas, tempo de aquecimento e taxa de
aquecimento e resfriamento (PETRUCELLI; ANON, 1995).

Quando a glicinina é aquecida a 100°C, aproximadamente 50% ¢é
convertida rapidamente em agregado solivel e com a manutencdo do
aquecimento, este agregado soluvel aumenta de tamanho e se precipita. O
precipitado € formado por polipeptidio basico, enquanto que o polipeptidio acido
permanece soluvel (MORI; NAKAMURA; UTSUMI, 1982).

O aquecimento promove a dissociacdo da fracdo 7S em subunidades,
assim permanecendo, a menos que sejam adicionados sais ao sistema. Este
comportamento também foi observado para a fracdo 11S, onde o tratamento
térmico conduzido na presenca da fracdo 7S, inibiu a formacédo de agregados do

polipeptidio B-11S, como conseqiéncia da associacado preferencial entre a
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subunidade B-7S e o polipeptidio B-11S (IWABUCHI; WATANABE; YAMAUCHI,
1991).

Tratamentos térmicos intensos (98°C/30’°) e alta concentracdo de proteina
(10%) em pH 7 ou 9 resultam em agregacdao e perda da solubilidade. As
globulinas 7S e 11S sdo completamente desnaturadas, formando agregados das
subunidades AB-11S ligados por pontes dissulfidicas e formagao de agregados
entre B-7S e B-11S. Em tratamentos térmicos menos intensos (80°C/6’) em pH 7 e
4% de concentracao protéica, ha aumento da solubilidade e de hidrofobicidade
superficial, fato atribuido a desnaturagao total da fragdo 7S e parcial da fracao
11S. O aumento de pH de 9 para 10 ou a presenca do agente redutor Na>SOj3
também favorecem a agregacdo entre a subunidade B da fracdo 7S e o
polipeptidio B da glicinina. A interacao entre a subunidade B-7S e o polipeptidio B-
11S requer um aumento de sulfidrilas livres, o que pode ser obtido com a adicao
de agentes redutores durante o tratamento térmico ou por aumento de pH.
Inicialmente, este agregado é estabilizado por interagcbes hidrofébicas e
posteriormente por pontes dissulfetos (PETRUCCELI; ANON, 1995).

O estado de associacao-dissociacao das fracdes protéicas da soja é
influenciado pela forca idnica e por variagées de pH. Em pH 7,6 e forca ibnica 0,5,
as estruturas das fracées 7S e 11S sdo muito compactas apresentando-se nas
formas trimérica e hexamérica, respectivamente. A subunidade B-7S em valores
de forca ibnica acima de 0,5 apresenta forma trimérica, enquanto que, abaixo de
0,2 exibe a forma hexamérica (9S e 10S). Entretanto, entre a faixa de 0,2-0,5,
ambas as formas coexistem em equilibrio numa ampla faixa de pH (4,8-11,0). Em
valor de forga idnica extremamente baixo e pH acido, a subunidade a dissocia-se
do trimero, configurando-se nas formas 2S e 5S. Do mesmo modo, com forga
ibnica acima de 0,5, a glicinina esta na forma hexamérica - 11S(AB)6, que é
convertida na forma dodecamérica quando a forca ibnica € abaixo de 0,1 (LUSAS;
RIAZ, 1995).
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Propriedades nutritivas

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) e o Food and Drug Administration
(FDA) tém adotado o PDCAAS (“protein digestibility corrected amino acid scoring”)
como método alternativo de avaliagdo da qualidade nutricional de proteinas,
podendo ser utilizado em substituicdo ao PER (“protein efficiency ratio”) quando a
aplicacao desse método nao for desejavel. A qualidade da proteina é estimada
efetuando-se comparacao entre o teor de aminoacidos da proteina analisada e as
recomendacdées da Food Agriculture Organization/World Health Organization
(FAO/WHO) para os aminodacidos essenciais, sendo os valores corrigidos para
digestibilidade. Alguns produtos protéicos de soja apresentam o PDCAAS igual ou
proximo a 1, o maior valor possivel (SAWAR; McDONOUGH, 1990). O alto
PDCAAS encontrado para a proteina de soja estd de acordo com estudos de
balango de nitrogénio efetuados, provando que a proteina de soja é capaz de
suprir as necessidades de aminoacidos, quando utilizada como Unica fonte de
proteinas da dieta, nos niveis recomendados de ingestao (YOUNG, 1991). A
digestibilidade dos produtos de soja é boa. O tofu, os concentrados e isolados
protéicos apresentam digestibilidade acima de 90% (SYNDER; KWON, 1987).

Propriedades funcionais tecnolégicas

Além das caracteristicas nutricionais apresentadas pela soja e por seus
derivados, os produtos protéicos de soja sdo muito utilizados por suas
caracteristicas funcionais. As proteinas da soja exibem caracteristicas que
permitem a sua utilizagdo em alimentos, tais como, retencdo de agua, textura,

capacidade ligante, coesao, palatabilidade, dentre outras (CHILDS, 1995).

Varios ingredientes protéicos de soja podem ser utilizados em produtos de
panificagdo. Farinhas de soja ricas em enzimas sdo utilizadas para melhorar a
resisténcia da mistura e ajudar na brancura do pao. A farinha de soja é
incorporada na formulacéo para substituir 3-5% de farinha de trigo na producéao de

paes, sem alterar a formulagao, apenas incorporando mais agua. Pode melhorar a
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absorcdo e a retencdo de agua, possibilitando melhor manuseio da massa,
firmeza e elasticidade, melhorando a cor da crosta e mantendo o produto fresco
por mais tempo (GIESE, 1994; KLEIN; PERRY; ADAIR, 1995).

A soja nao contém prolaminas, proteinas sollveis em éalcool semelhantes a
gliadina, nem proteinas semelhantes a glutenina, proteinas que formam o glaten
do trigo. Por esse motivo as proteinas e a farinha de soja ndao apresentam as
propriedades do trigo de formar massa visco-elastica. A farinha de soja nao pode
ser usada em substituicdo a farinha de trigo em quantidade muito superior a 5%
na confeccao de paes (SGARBIERI, 1996).

A aplicacdo da soja em alimentos tradicionais é cada vez maior e pela
simples mesclagem a niveis adequados, o produto de soja reduz o custo e
complementa os produtos tradicionais, devido as suas propriedades funcionais.,
As proteinas da soja auxiliam na formagéo e estabilidade nas emulsdes éleo-agua.
Elas s&o tensoativas, agrupam nas interfases Oleo-agua estabilizando as
emulsées. Na absor¢édo de gordura, as proteinas da soja permitem a sua retengao,
reduzindo as perdas em diversas etapas do processamento e consumo e ajudam
a manter as dimensdes originais dos alimentos evitando seu encolhimento. As
proteinas de soja contém regides polares ao longo de suas moléculas o que
facilita a absorcdo de agua, mantendo-as no produto final, caracteristicas estas
importantes, por exemplo, em iogurte e analogos de carnes. A capacidade de
melhorar a textura é talvez a propriedade mais importante das proteinas de soja,
pois no iogurte, por exemplo, as suas propriedades geleificantes conferem melhor
textura ao produto (ENDRES, 2001).

As lecitinas da soja sado muito utilizadas como emulsificantes. Os
fosfolipidios tém uso potencial como ingrediente na formulacdo de cereais,

tabletes ou barras de doces e bebidas ndo alcodlicas (CHILDS, 1995).

Os polissacaridios soluveis, além do enriquecimento das fibras, podem ser
usados como emulsificantes, adesivos e estabilizantes. Estes ingredientes podem

ser usados em iogurte liquido, emulsbes aromaticas, aromas em po, paes,
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alimentos fortificados com fibras e outros produtos. Dissolvem-se facilmente na
agua quente ou fria sem formar géis, permitindo a preparacdo de solucbes
aquosas, com 30% ou mais de concentracao; possuem uma baixa viscosidade,
sao resistentes ao calor e aos acidos e pouco afetadas pelos sais. Peliculas
transparentes comestiveis e sollveis em agua podem ser preparadas em solucdes
aquosas (HOLLINGSWORTH, 1998; PSZEZOLA, 1999; SOY INGREDIENTS,
1999).

Produtos fermentados da soja como farinhas podem ser usados para
melhorar o sabor, o aroma e o paladar de molhos, lanches, produtos a base de
queijos e alimentos assados. Também, contribuem para acentuar o sabor de
pimentas e condimentos e ajudam na substituicio de gordura acentuando a
percepcao de cremosidade (PSZEZOLA, 1999).

Propriedades funcionais fisiologicas

A soja desempenha papel importante na prevencdo de enfermidades
cronicas, como o cancer, doengas coronarianas, osteoporose e doengas renais.
Dentre os agentes benéficos, estdo os inibidores de proteases, os fitatos, as
saponinas e as isoflavonas (ANDERSON; WOLF, 1995; MESSINA, 1995),.

As isoflavonas ou isoflavonbides sdo compostos pertencentes a classe
dos fitoestrogenos, apresentando propriedades antioxidantes extensivamente
pesquisadas pelo seu potencial em reduzir os riscos de problemas crénicos de
saude, tais como céancer, doengas corondrias e osteoporose. As principais
isoflavonas encontradas na soja e em seus derivados sdo a daidzeina, a
genisteina e a gliciteina. Do total das isoflavonas, dois tergos sédo de glicosidios
conjugados de genisteina, sendo o restante composto por conjugados de
daidzeina e pequenas quantidades de gliciteina. Nos produtos fermentados de
soja, predominam nao sé a genisteina, mas também a daidzeina, devido a acao
das glicosidases bacterianas (SETCHELL, 1998).
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Alguns efeitos fisiologicos apresentados pelo uso da soja e de seus
produtos sdo apresentados a seguir.

e Acdo hipocolesterolemiante

O uso da proteina de soja € indicado como alternativa ndao-farmacolégica
para reducao do colesterol. A proteina de soja, incorporada a uma dieta baixa em
gorduras, pode reduzir as concentragdes de colesterol total e das lipoproteinas de
baixa densidade (GOLDBERG, 1995; KRITCHEVSKY, 1995).

As isoflavonas possuem propriedades antioxidantes e podem eliminar
radicais livres, auxiliando na prevencao da oxidacdo da LDL-colesterol, ligada a
formacgao de placas ateroscleréticas que espessam as paredes das artérias. O uso
de soja pode auxiliar no combate as doengas cardiovasculares (WITZUM, 1994;
TRABER, 1997). Popula¢des que consomem habitualmente dietas ricas em soja e
seus produtos, apresentam menor taxa de mortalidade por doencas coronarianas
(LICHTENSTEIN, 1998). A genisteina da soja exerce papel importante contra a
formacao de placas ateroscleréticas, inibindo a adesdo de células, alterando a
atividade do fator de crescimento, inibindo, assim, a proliferagdo de células
envolvidas na formacdo da lesdo (RAINES; ROSS, 1995). Esses dados foram
confirmados por Wilcox e Blumenthal (1995) que afirmaram ainda que a genisteina

é capaz de inibir a formagéo da trombina e a ativagéo de plaquetas “in vitro”.

Estudos efetuados por Anthony, Clarkson e Hughes (1996) demonstraram
que as isoflavonas desempenham papel importante na regulacdo das
lipoproteinas, reduzindo a LDL e aumentando a HDL-colesterol, além de proteger

contra placas de ateroma.

Assume-se que as saponinas da soja nao constituem um verdadeiro fator
antinutricional, podendo provocar efeitos positivos. Ha estudos que atestam sua

capacidade de provocar a diminuicdo nos niveis de colesterol sérico em ratos,
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efeito atribuido a complexacao das saponinas com acidos biliares, resultando em
diminuicao de sua reabsor¢ao no intestino (LIENER, 1994).

O efeito hipocolesterolemiante apresentado pela proteina de soja foi
demonstrado em humanos e animais. Dentre 0s possiveis mecanismos
responsaveis por esse efeito, encontra-se o aumento na excregcdao dos acidos
biliares, principalmente em ratos e coelhos. Neste caso, h4 uma alteracdo no
metabolismo hepatico de colesterol e aumento na sintese de acidos biliares. A
biossintese de colesterol aumenta com a diminuicdo da atividade dos receptores
de LDL. Como resultado, ha um aumento na remoc¢ao do colesterol sérico, via
receptor LDL, e deste modo, ha reducdo em suas concentragdes, particularmente
da fragdo LDL. E provavel que o efeito redutor de colesterol apresentado pela soja
resulte da acdo combinada de seus componentes (proteinas, aminoacidos e
peptidios, saponinas, acido fitico, inibidores de ftripsina, fibras e isoflavonéides)
promovendo uma situagcdo em que o metabolismo de colesterol € alterado

resultando em diminui¢cdo das concentragdes séricas (POTTER, 1995).

O efeito hipocolesterolemiante das proteinas de soja versus caseina pode
ser explicado pelo estimulo na excregao fecal de acidos biliares e esterdides
neutros (BEYNEN, 1990). Isso foi observado com coelhos e ratos, embora
pesquisas efetuadas com outras espécies, incluindo humanos, tenham sido menos
consistentes. Em estudos efetuados com aminoacidos simulando a composi¢céo da
proteina intacta, notou-se uma diminuicao nas concentracdes de colesterol sérico,
embora menos pronunciada do que usando a proteina intacta, sem influenciar a
excrecdo biliar (POTTER, 1995).

As fibras presentes na soja, tanto as solUveis quanto as insolluveis,
apresentam vantagens para a saude e podem ajudar a evitar o cancer de célon. A
fibra soluvel pode diminuir o colesterol e ajudar a reduzir o teor de glicose do
sangue. As pesquisas tém demonstrado que uma dieta rica em fibras pode ajudar
a reduzir o teor de colesterol, melhorar e reduzir o risco de algumas doencas
(BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).
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e Acdo anti-cancer

Varios componentes da soja apresentam efeito anticancer: os inibidores
de proteases tipo Bowman-Birk, as isoflavonas, os acidos fendlicos e fitico, e as
saponinas (MESSINA; BARNES, 1991; MESSINA, 1999). Desses, as isoflavonas

e os inibidores de proteases sao os mais investigados (KENNEDY, 1995).

As primeiras evidéncias de que a soja pode diminuir o risco de cancer de
mama vieram de estudos com animais (TROLL et al., 1980; HAWRYLEWITZ;
HUANG; BLAIR, 1991). Esses dados foram revistos e publicados (MESSINA et al.,
1994; BARNES, 1995; 1997). Ha também evidéncias de efeito na reducao do risco
de cancer de prostata, em animais (POLLARD; LUCKERT, 1997; DALU et al.,
1998; GELLER et al., 1998), efeitos do inibidor de protease de Bowman-Birk
(KENNEDY et al., 1996) e da genisteina em modelos de cancer colon intestinal
(PEREIRA et al., 1994), embora no ultimo caso, esses efeitos sejam contestados
(RAO et al., 1997). Os efeitos da soja em céncer de intestino sdo limitados ao
inibidor de Bowman-Birk (WITSCHI; KENNEDY, 1989).

O tempo de exposicdo aos componentes anticancer da soja é
determinante dos efeitos. A genisteina suprime tumores de mama induzidos em
ratas com o 7,12-dimetilbenzantraceno, apds 6 meses de exposi¢cdo, em 50%
(LAMARTINIERI et al., 1995a; 1995b; MURRILL et al., 1996). Quando a genisteina
foi administrada a partir de 35 dias de idade, a reducédo de tumores foi de 27%
(CONSTANTINOU; MEHTA; VAUGHAN, 1996).

Estudos epidemiolégicos indicam que populagcbes que consomem
regularmente produtos de soja apresentam menor incidéncia de cancer de mama,
colon e préstata (MESSINA et al., 1994; KENNEDY, 1995). A incidéncia &
particularmente baixa para canceres dependentes de horménios, o que levou a
investigacdes dos possiveis efeitos dos fitoestrdgenos no cancer. Mulheres com

niveis altos de estrogenos apresentam maior risco de cancer de mama. Os
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fitoestrogenos podem se ligar aos receptores de estrogenos, agindo como
antiestrogénicos e reduzindo os riscos de cancer (ZAVA; DUWE, 1997).

As isoflavonas apresentam outros efeitos anticancer (WEI; WEI, 1993).
Estudos “in vitro” demonstraram que a genisteina inibiu a tirosina quinase e, por
conseguinte, a proliferacao celular e a angiogénese. (FRITZ et al., 1998). Outros
estudos “in vitro” mostraram que a genisteina foi capaz de inibir o crescimento de
células humanas de tumores de prostata (PETERSON; BARNES, 1993) e de
cancer de mama (PETERSON; BARNES, 1991; ZAVA; DUWE, 1997).

A genisteina é a Unica isoflavona que apresenta efeito potencial na
inibicdo de células cancerigenas em concentracdes fisioldgicas, sendo que a
daidzeina s6 exerce algum efeito se combinada com a genisteina (ZAVA; DUWE,
1997). E eficientemente absorvida no intestino e, apesar dos niveis sangliineos
serem insuficientes para inibir o crescimento de um cancer de mama estabelecido
via mecanismos quimioterapéuticos, sao suficientes para regular a proliferacdo de
células epiteliais em cancer, podendo exercer efeito quimiopreventivo (BARNES et
al., 1996).

O consumo de dietas contendo proteina de soja inibiu 0 crescimento de
diversos tumores em ratas. Esse efeito inibidor foi atribuido aos fitoestrogenos e
aos inibidores de proteases. Estudos recentes indicam que outros fatores,
inerentes aos produtos protéicos de soja, podem contribuir, também, para a
inibicdo da tumorgénese, especialmente a deficiéncia de metionina. A metastase
de um tumor pulmonar foi inibida em animais alimentados com proteina de soja,
efeito revertido quando fortificaram a dieta com metionina. O mesmo aconteceu
com tumores mamarios, quando a caseina da dieta foi substituida por isolado
protéico de soja (HAWRYLEWICS; ZAPATA; BLAIR, 1995).

A genisteina, como agente quimiopreventivo do cancer, foi testada
especialmente em um modelo experimental de cancer de cdélon induzido com
azoximetano, mostrando-se capaz de promover inibicdo de células cancerosas
(BARNES, 1995; STEELE et al., 1995). Resultados similares foram obtidos com o
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uso do mesmo agente carcinogénico em ratos que receberam genisteina. Houve
reducdo significativa na multiplicidade e a invasao total de adenocarcinoma no
colon (RAO et al., 1997).

Rao e Sung (1995) consideraram que a natureza da estrutura quimica das
saponinas seja responsavel pelo efeito anticancer. O mecanismo proposto
envolveria citotoxidade direta, efeitos imunomoduladores e a normalizagdo da

proliferag@o de células cancerigenas induzidas.

e Fitoestrégenos e saude ossea

A osteoporose ocorre quando a taxa de degradacao éssea dos osteoclastos
excede a sua formagao. Varios estudos epidemiolégicos sugerem que a incidéncia
de osteoporose pds-menopausica é menor na Asia que no ocidente. Em parte,
essa diferenca pode ser explicada pela alta ingestdo de produtos de soja por
asiaticos (POTTER et al., 1998). Por outro lado, estudos conduzidos com animais
demonstraram que altas doses apresentaram menores beneficios e baixas doses
resultaram em melhoria na retengdo de massa Ossea (MOLTENI; BRIZIO-
MOLTENI; PERSKY, 1995). Em outro estudo com animais, extratos enriquecidos
com isoflavonas aumentaram a densidade déssea (ANDERSON; AMBROSE;
GARNER, 1998). Mulheres tratadas durante 6 meses com preparacdées de soja
enriquecidas com isoflavonas, apresentaram melhoria na densidade &ssea
(POTTER et al., 1998).

Estudos “in vitro” confirmaram essas evidéncias e estenderam os
conhecimentos a respeito da resposta bifasica observada em animais,
estabelecendo que a genisteina e o estradiol, em altas concentragoes, sao téxicos
as células 6sseas, enquanto em baixas concentragdes aumentam a producao de
biomarcadores 06sseos (ANDERSON; AMBROSE; GARNER,.1998). Véarios
mecanismos de acao foram propostos para explicar a acado das isoflavonas no

tecido ésseo, prevenindo a osteoporose. Osteoblastos e osteoclastos sdo células
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alvo para agcao da genisteina e da daidzeina. Estudos em culturas de células
sugerem que a genisteina combina-se com receptores de estrégenos, exercendo
seus efeitos pelo mesmo mecanismo que o horménio (WILLIAMS; JORDAN;
BARNES, 1998).

Os efeitos também podem ser exercidos por outros mecanismos,
independentes dos receptores de estrogenos. Alguns pesquisadores sugerem que
a genisteina inibe a tropoisomerase Il, interferindo com a progress@o do ciclo
celular. Outros sugerem a ativacao de receptores peptidicos ligados a membrana,
iniciando outros efeitos independentes de estrogenos. Os osteoclastos séo
dependentes da atividade de receptores tirosina quinase (PTK). A genisteina e a
daidzeina sao inibidoras de PTK, podendo agir por esse mecanismo (WILLIAMS;
JORDAN; BARNES, 1998).

Outros estudos efetuados com mulheres que receberam isoflavonas
resultaram em melhoria na densidade e conteddo mineral dos ossos. Os efeitos
das isoflavonas na perda Ossea foram testados em ratas ovariectomizadas. A
daidzeina promoveu efeito preventivo na perda éssea por supressao do “turnover”
0sseo e a genisteina exerceu efeito diferente (ERDMAN; STILLMAN; LEE, 1996).

1.6 Proteinas do leite € da soja como ingredientes de alimentos fisiologicamente

funcionais

As doencas associadas a dieta como as coronarianas, o cancer, o derrame
cerebral e o diabetes, concorrem para explicar mais de 55% das mortes em muitos
paises ocidentais, incluindo os Estados Unidos e Australia. Além disso, os custos
de cuidados com a saude associados a essas doencas sao altos (SMITHERS et
al., 1996).

Sabe-se que a dieta é capaz de modular fungbes especificas no organismo,
promovendo efeitos fisiologicos e psicolégicos benéficos, que vao além dos
nutricionais, modulando fun¢des relevantes na promocao do bem-estar, da saude

e na reducao do risco de doencas (DIPLOCK et al., 1999).
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Os alimentos funcionais podem ser produzidos por meios tecnolégicos ou
biotecnolégicos que venham a aumentar a concentragao, adicionar, remover ou
modificar um componente em particular, bem como aumentar a biodisponibilidade
do componente que tenha efeitos funcionais demonstrados (ROBERFROID, 1999;
2000).

Varias caracteristicas da composicao de aminoacidos das proteinas de soro
de leite bovino sdo altamente desejadas para a elaboracao de férmulas infantis,
como por exemplo: a relagdo para cisteina/metionina (~ 1,0); teores minimos de
aminoacidos aromaticos, particularmente fenilalanina e tirosina, favorecendo
criancas com fenilcetondaria (HAMBRAEUS, 1982); elevados teores de
aminoacidos essenciais de cadeia ramificadas, particularmente leucina e
isoleucina, considerados importantes para o desempenho de esportistas
(STEELE; HARPER, 1990). Estudos demonstram que a ingestdao de teores
elevados de aminoacidos ramificados auxiliam na recuperacdo de traumas
multiplos (BRENAN et al, 1986) e de queimaduras (ALEXANDER,;
GOTTSCHLISH, 1990).

Os componentes biologicamente ativos do leite bovino podem ser
incorporados em alimentos funcionais promotores de saude, destinados a
alimentacdo humana. Esses componentes incluem os moduladores das funcdes
digestivas, gastrointestinais e hemodinamicas (FIAT; MIGLIORE-SAMOUR,;
JOLLES, 1993; SCHLIMME; MEISEL, 1995); horménios e fatores de crescimento
capazes de influenciar no desenvolvimento do trato gastrointestinal e de outros
orgaos especificos (PORTER; WILES; FRAWLEY, 1993; KOLDOVSKY, 1996);
imunoregulagdo (ELLIS; MASTRO; PICCIANO, 1996); defesa ndo imune a
doencas e modulacdo da microflora intestinal (ELLISON, 1994; NUIJENS; VAN
BERKEL; SCHANBACHER, 1996; SCHAMBACHER et al., 1998).

Do ponto de vista nutricional e metabdlico, a caseina, ao contrario das
proteinas do soro, apresentam a propriedade de coagular e permanecer mais
tempo no estdmago originando um certo retardamento na passagem do estdbmago

para o intestino e assim, na digestdo e absorcao de seus aminoacidos (BOIRIE et
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al., 1997). O comportamento metabdlico das caseinas e das proteinas do soro
difere fundamentalmente quanto a velocidade de digestdo e absorcdo de
aminodacidos. As proteinas do soro, por serem digeridas e absorvidas rapidamente
e apresentarem composicdo de aminodacidos bem diferentes das caseinas,
estimulam mais intensamente que as caseinas a sintese de proteinas nos 6rgaos
e tecidos. Por outro lado, as caseinas apresentaram um efeito conservador das
proteinas do organismo, diminuindo a intensidade do catabolismo protéico
(FRUHBECK, 1998).

Os diferentes perfis de aminodacidos das caseinas e das proteinas de soro
podem estimular de maneira diferente a sintese e a degradacdo de proteina
devido as diferengas na secrecdo de insulina e glucagon. A possibilidade de
aumentar a sintese e inibir a degradacdo de proteinas de maneira seletiva
representa muitas possibilidades terapéuticas a serem usadas com pacientes que
apresentam perdas de proteina corporal. Uma das metas do suporte nutricional de
pacientes com grandes queimaduras, AIDS, trauma 6sseo ou faléncia multipla de
o6rgaos é minimizar a perda de proteina corporal. Como a perda acelerada de
proteina do corpo pode ser diminuida ou revertida por administragdo de proteinas
especificas, é possivel oferecer um suporte nutricional efetivo aos pacientes em
estado critico. Além disso, o conceito de proteinas de digestdo e metabolizagdo
lenta e rapida, pode ser aplicado quando altas concentragdes de aminoacidos no
plasma forem prejudiciais ao paciente, como acontece em casos de insuficiéncia
renal ou encefalopatia hepatica (BOIRIE et al., 1997).

A adequacao nutricional de produtos protéicos de soja ja foi bem
demonstrada em férmulas infantis, quando as necessidades de proteinas e de
outros nutrientes sdo criticas. Representam uma fonte alternativa de proteinas em
caso de alergia a proteina do leite bovino (BUSINCO et al., 1992; LUSAS; RIAZ,
1995). Esses produtos fornecem fibras, que atuam no controle do colesterol
sangliineo, podendo agir na prevencao de céancer de coélon e no aumento na
toleréncia a glicose (ENDRES, 2001). As fibras soluveis reduzem a quantidade de

colesterol no sangue minimizando o risco de doengas cardiovasculares, enquanto
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as insoluveis aumentam o volume das fezes com melhoria das condicbes
intestinais (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).
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CAPITULO 2

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE CONCENTRADOS PROTEICOS DE
LEITE BOVINO

RESUMO

Foram produzidos e caracterizados quanto a composigao centesimal e o perfil de
aminodacidos, concentrados protéicos de caseina e de soro de leite bovino. Para a
obtencao do caseinato de sdédio (CNa) e do concentrado protéico de soro acido
(CSA), empregou-se a precipitacao da caseina no pH isoelétrico (pH 4,6, 20°C). O
soro acido obtido foi concentrado por alcalinizacao, diafiltracao e liofilizacao para
obtencao do CSA. O caseinato foi obtido por neutralizacao da caseina isoelétrica
(NaOH, pH 7,0-7,5) e desidratado em “spray dryer”. A obtengdo do coagulo de
caseina (CoC) e do concentrado protéico de soro doce foi por coagulagao do leite
desnatado e pasteurizado (quimosina, 34°C, 45 min.). O coagulo de caseina foi
lavado, neutralizado e seco em “spray dryer”. O soro doce foi concentrado e
desidratado pelo mesmo processo do soro acido. O emprego de tecnologias de
membranas (ultrafiltracdo/diafiltragdo) permitiu a obtengdo de concentrados
protéicos de soro de leite com mais de 80% de proteinas, sem que ocorresse
desnaturacdo das proteinas mais termolabeis, monitorada por medidas de
solubilidade e atividade imunolégica.

2.1 INTRODUCAO

O leite pode ser considerado o alimento mais completo da natureza e o
unico que satisfaz as necessidades dos recém-nascidos de sua espécie, nos
primeiros anos de vida. O leite da maioria das espécies de mamiferos difere do

leite humano sob varios aspectos, inclusive por apresentarem maiores

65



concentracoes de proteinas totais e de caseina e menor concentracdo de
proteinas de soro. O leite humano apresenta baixa concentracdo de proteina total
e elevada proporcao de proteinas do soro, caracteristicas que estdo associadas
ao crescimento lento e a dilatada longevidade da espécie humana (HAMBRAEUS,
1982).

Além de seu valor nutricional como fonte de proteinas, o leite bovino
representa hoje uma grande oportunidade de lucro para a industria, como
ingrediente ou como substrato para novos produtos com maior valor de mercado
(HUFFMAN; HARPER, 1999).

As caseinas podem ser obtidas industrialmente a partir do leite desnatado
por trés processos principais: a) precipitacao acida no pH isoelétrico (pH 4,6,
20°C); b) por coagulagao enzimatica (34°C, 40-60 minutos) por acdo da enzima
quimosina (renina), como € usado no processo industrial de fabricacdo de queijos;
c) por microfiliracao, processo fisico que permite obter a caseina em sua forma
micelar (MAUBOIS; OLIVIER, 1992; SMITHERS et al, 1996; WONG;
CAMIRANT; PAVLATH, 1996).

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

O soro obtido pela precipitacdo acida das caseinas denomina-se “soro
acido” enquanto o obtido pela coagulagdo enzimatica das caseinas, € conhecido
tradicionalmente como soro “doce” (HUFFMAN; HARPER, 1999).

Do soro produzido na Europa em 1991/92, 45% foi utilizado na alimentagéo

animal, 40% na fabricacdo de soro em pd, 12% na fabricacdo de
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concentrado protéico de soro (CPS) e 3% na producao de lactose. Para cada kg
de queijo produzido geram-se cerca de 9kg de soro (MORR; HA, 1993; BIRD,
1996). O descarte do soro nao utilizado constitui sério problema, apresentando
alto poder poluente, devido a alta demanda biol6gica de oxigénio (MODLER,
2000).

O soro contém 93,6% de agua e 6,4% de sélidos. Desidratado, o soro
contém 12% de proteinas, 3% de gordura, 10% de minerais e 75% de lactose.
Devido ao elevado teor de agua e reduzido teor de proteina, de 0,6 a 0,9%, 0 uso
de soro lacteo em produtos alimenticios convencionais ainda é limitado,
principalmente pelo custo de secagem (WONG; CAMIRANT; PAVLATH, 1996).

O concentrado protéico de soro representa uma variada mistura de
proteinas com propriedades fisicas, quimicas e funcionais, desempenhando papel
importante na nutricdo, como uma fonte excepcionalmente rica e balanceada de
aminoacidos essenciais (REGESTER et al., 1996; SMITHERS et al., 1996). As
proteinas de soro de leite apresentam acdes fisioldgicas especificas, estando
associadas a varios efeitos biolégicos observados em estudos com animais e
humanos, que variam desde atividade anticaAncer até uma possivel influéncia na
funcao digestiva (McINTOSH et al., 1998).

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

Uma das primeiras aplicagées de sistemas de membrana na industria de
produtos foi na produgédo de concentrados protéicos de soro. A ultrafiltragdo e a
osmose reversa sdo muito utilizadas para as concentracdes de proteinas de soro,
permitindo o desenvolvimento de um grande leque de concentrados protéicos
(PEARCE, 1992). Entre as aplicagcbes mais promissoras da tecnologia de
membranas no processamento de soro de leite estdo a obtencao de concentrados
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com alto teor protéico, o fracionamento de proteinas do soro e a preparacao de
fracdes protéicas ou proteinas isoladas do soro, com propriedades funcionais
especificas (JOST, 1993; ROSEMBERG, 1995).

Esse trabalho teve como objetivo aplicar metodologias adequadas para a
producao piloto de concentrados de caseinas e de proteinas de soro de leite
bovino, que possibilitassem preservar ao maximo as propriedades estruturais e
funcionais dos materiais obtidos.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Matéria-prima

Utilizou-se leite tipo B desnatado e pasteurizado (73°C, 15 seg), obtido da
Cooperativa de Produtores de Leite da Regido de Campinas, instalada no

municipio de Jaguaritna, Sao Paulo.

2.2.2 Producao de concentrado protéico de soro doce (CSD), coagulo de caseina
(CoC), concentrado protéico de soro acido (CSA) e caseinato de sodio
(CNa).

Todo o processamento foi efetuado em Planta Piloto do Centro de Pesquisa
e Desenvolvimento de Laticinios (TECNOLAT), do Instituto de Tecnologia de

Alimentos (ITAL), Campinas, SP, conforme fluxograma apresentado na figura 1.

Partiu-se de um volume inicial de 800 litros de leite desnatado e
pasteurizado. No processo de obtencdo do CSD e CoC, o leite recebido resfriado
(~10°C) foi homogeneizado e aquecido com vapor em tanque de inox encamisado,
até 32°C. Adicionou-se solugédo de CaCl, 50% (25mL CaCl,/100L de leite) e, em

seguida, o coalho bovino comercial constituido por uma mistura de cerca de 80%
de pepsina e 20% de renina (Ha-La, Christian Hansen Brasil), na propor¢céao de
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30mL/100L de leite, deixando em repouso, por aproximadamente 40-60 minutos,
com o tanque coberto. O leite coagulado foi cortado com uma lira horizontal e
vertical (inox) com 1cm de espessura entre os fios. Agitou-se levemente o material
para facilitar a separacdo da caseina e o maior dessoramento. O soro doce foi
separado por decantagdo, seguida de sifonacao e filtragdo. Recuperou-se cerca

de 670 litros de soro.

LEITE DESNATADO
(Pasteurizado a 73°C por 15 segundos)

CaCI2 o -
Coagulo Comercial Ac|1|d2 I6at|co
(Quimosina, 32°C) (pH 4.6)
Dessoragem Dessoragem
Coagulo Soro doce Caseina Soro 4cido
de caseina isoelétrica
Homogeﬁeizag:a'zo Ultrafiliragéo Ressuspensédo Ultrafiltragédo
(PH 7.5); secagem Diafiltragéo em NaOH (pH 7,5) Diafiltragéo
(spray dryer) Secagem (spray dryer)
CoC CSD CNa CSA
desidratado
Liofilizagdo Liofilizag&do
CSD CSA
desidratado desidratado

Figura 1 - Processo de obtencdo do coagulo de caseina desidratado (CoC),
caseinato de sédio (CNa); concentrado protéico de soro doce (CSD) e
concentrado protéico de soro acido (CSA) (ZINSLY et al., 2001).
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O soro obtido foi transferido para um tanque de alimentacao e concentrado
por ultrafitracdo em membranas de polisulfona (WGM — “Kock membrane
systems”, SP) com porosidade de corte para PM de 10kDa. Utilizou-se um sistema
tubular de filtracdo tangencial sob pressdo com superficie de filtragdo de 12m?
pressdo de entrada de 6kgf/cm? e de saida de 3,2kgf/cm®. As figuras 2 e 3
representam fases do processamento utilizado para obtengdo dos concentrados e
as figuras 4 e 5, equipamentos utilizados no processamento.

No processo de obtencdo do CSA e CNa o leite foi homogeneizado,
aquecido com vapor em tanque de inox encamisado (marca Biasinox), até 20°C e,
em seguida tratado, sob agitacdo branda, com &cido latico comercial (grau
alimenticio, 85% v/v) até atingir pH 4,6 (pl das caseinas), onde ocorre a
precipitacdo das mesmas. A mistura foi mantida em repouso a 20°C, por
aproximadamente 40 minutos, para que se completasse a precipitacdo e a
separacao de fases. A caseina separada do soro depositava-se no fundo do

tanque.

A recuperacdo do soro na camada superior foi feita por sifonagdo e o soro
misturado com a caseina foi obtido por centrifugacdo. Utilizou-se para tal uma
centrifuga de cesto da marca Gedr Heing modelo 2250, a 3500 rpm.

A caseina isoelétrica, apos lavagem com agua em pH 4,6, foi ressuspensa
em solugdo de NaOH e ajustada a pH 7,0-7,5. Essa solugédo foi pré-aquecida,
~40°C e desidratada em “spray dryer” (Niro Atomizer — CB3 104D, Dinamarca)
com temperatura de entrada de 180 + 5°C e de saida de 90 + 5°C, obtendo-se o
CNa desidratado.

Nestas condi¢gbes produziu-se um concentrado (retentado) contendo todas
as proteinas do soro, e um ultrafiltrado (permeado) formado da maior parte da
agua originalmente contida no soro, contendo ainda grande parte da lactose,
minerais, vitaminas e outros constituintes do leite, de baixo peso molecular. Para
promover uma maior concentracdo de proteinas, combinou-se a ultrafiltracdo com

a diafiltragdo, que consiste em fazer passar, apos ter atingido a concentragcao
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desejada, um elevado volume de agua desionizada através do concentrado, para
se retirar o0 maximo de lactose e outros compostos de baixo peso molecular, ao
mesmo tempo concentrando e purificando ainda mais as proteinas (ZINSLY et al.,
2001).

Em nosso processo utilizamos um fator de concentragéo de 12 (FC = 12)
seguindo-se 15 ciclos de diafiliracao (CD = 15). Cada ciclo de diafiltracao equivale
a passar pelo concentrado igual volume de agua desionizada, mantendo-se

constante o volume de retentado.

Figura 2 — Etapas do processamento para obtencao de concentrados protéicos de

soro de leite e de caseinas: A, verificagcdo da temperatura antes do
aquecimento; B, aquecimento do leite até 32°C para coagulagéo; C,
coagulacao enzimatica (soro doce); D, coagulagao acida (soro acido).
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Terminada a ultrafiltracdo e a diafiltracdo o retentado foi coletado, colocado
em bandejas de inox e congelado (-25°C) em camara fria (Kit Frigor), para
posterior liofilizacdo em equipamento liofilizador (marca Stokes), instalado em
planta piloto no FRUTOTHEC/ITAL. O soro doce foi submetido aos mesmos
processos do soro &cido: ultrafiltracdo, diafiltracdo, congelamento e liofilizagao,

para obtencao do CSD desidratado.

Figura 3 — Materiais resultantes de processamento para obtengdo de concentrados
protéicos de soro doce e caseina: A, retentado de soro doce; B,

coagulo de caseina.
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Equipamentos e membranas utilizados no processamento de
concentrados protéicos de soro e de caseina: A, equipamento de
concentracdo WGM; B, conjunto de membranas; C, "spray dryer”

marca Niro Atomizer; D, Liofilizador marca Stokes.
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Figura 5 — Camara fria (marca Kit Frigor) utilizada para congelamento a -20°C dos
concentrados protéicos de soro para liofilizagao.

As temperaturas durante todo o processamento foram mantidas abaixo de
40°C, para preservar a integridade estrutural e funcional das proteinas, evitando-
se a desnaturacao.
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2.2.3 Caracterizacao dos concentrados protéicos desidratados

Composicao centesimal

Proteina total, umidade e cinzas foram determinadas de acordo com os
procedimentos da AOAC (1990). Os lipidios totais foram extraidos pelo
procedimento de Bligh e Dyer (1959) e determinado gravimetricamente. A
determinagéo de lactose foi feita de acordo com metodologia de Acton (1977).

Determinacao de aminoacidos

A composicdo em aminoacidos, com excecao do triptofano, foi realizada por
hidrélise &cida, seguindo basicamente o método de Spackman, Stein e Moore
(1958), com algumas modificacbes. Pesou-se 25mg de proteina da amostra e
hidrolisou-se com 10mL de HCI 6N, a vacuo, em temperatura de 110°C por 22
horas. A amostra foi recuperada em tampao citrato de sédio pH 2,2 (Diluente
marca Pickering, USA). Uma aliquota de 25uL foi injetada em analisador Dionex
DX-300 para separagdao de aminoacidos em coluna de troca catidnica e reacao
pds-coluna com ninidrina, usando-se como referéncia, para identificagcao e calculo,
uma solucao padrdo de aminoacidos (marca Pierce, USA). O triptofano foi
determinado apds hidrélise enziméatica com pronase (100mg/10mL de tampao
fosfato de sédio 0,1M pH 7,5) a 40°C por 24 horas, seguido de reacao
colorimétrica com solugao de 4-dimetilamino benzaldeido (DAB) em acido sulfurico
21,2N e leitura de absorbancia a 590nm. O teor de triptofano foi calculado a partir
de uma curva padrao (SPIES, 1967).

Escore de Aminoacidos Essenciais (EAE)
Calculado relacionando-se a concentracdo de cada um dos aminoacidos

essenciais dos concentrados protéicos em estudo com os aminoacidos

correspondentes ao padrao de referéncia da FAO/WHO (1990), definindo-se como
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EAE o menor quociente individual encontrado para os aminoacidos essenciais
(HENLEY; KUSTER, 1994).

Solubilidade

Feita com a finalidade de avaliar o grau de desnaturagdo da proteina.
Utilizou-se o método de Morr e outros (1985), modificacdo do procedimento do
indice de solubilidade do nitrogénio. A proteina soluvel foi determinada pelo
método micro Kjeldahl (AOAC, 1990).

A solubilidade do CNa e do CoC foi determinada em suspensdes a 1% (p/v)
de proteina em agua destilada, seguido de ajuste de pH com solucdes de NaOH
0,1N ou HCI 0,1N, até estabilizacdo em pH 7,0, agitacao a temperatura ambiente
por 1 hora e centrifugacdao em centrifuga refrigerada marca Sorvall, modelo RC-26
Plus (Newtowm, Connectcut, USA) (18920 x g, 30 min). Aferido o volume do
sobrenadante, tomaram-se as aliquotas para determinagcao da proteina soltvel.

Para a determinacao da solubilidade das proteinas de soro (CSD e CSA),
seguiram-se as recomendacdes de Bounous e Gold (1991) em que a proteina
(suspensao a 1% p/v) foi dissolvida em solugdo tampao fosfato-citrato 0,01M, pH
4,6. Apos agitacao e centrifugacdo, como no procedimento anterior, aliquotas do
sobrenadante foram tomadas para determinacdo do nitrogénio soluvel pelo
método micro-Kjeldahl. Os resultados foram expressos como porcentagem de

proteina soluvel em relagédo a proteina total da amostra.

Analises microbioldgicas

As andlises foram efetuadas nos varios concentrados produzidos, com
atencao especial aos concentrados protéicos de soro de leite, porque esses sao
mais susceptiveis a contaminacao e também porque nos processos adotados
(baixas temperaturas e intenso manuseio do material), esse problema se agrava.

Para cada Ilote de leite processado foram coletadas amostras de leite
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pasteurizado, de soro e do produto desidratado, para controle de eventuais pontos

de contaminac&o.

Para as andlises microbioldgicas, utilizaram-se as metodologias descritas
em Vandervant e Splippspoesser (1992). Como padrao de referéncia, baseou-se
no decreto N° 1255 de 25/6/62 — RIISPOA (BRASIL, 1963) e na portaria N° 451 de
19/9/97 do DINAL (BRASIL, 1998).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicado centesimal aproximada e a solubilidade dos concentrados

protéicos obtidos em planta piloto, estao apresentadas na tabela 1.

Todos os produtos apresentaram concentracdo de proteina acima de 80%.
Quanto a lactose, o mais alto teor (15%) foi determinado no concentrado protéico
de soro acido (CSA) seguido do coagulo de caseina (12,5%) e do caseinato de
sédio (9,4%), sendo que o mais baixo teor (6,15%) foi encontrado no concentrado
protéico de soro doce (CSD). Os mais baixos teores de cinzas foram encontrados
nos concentrados protéicos de soro (CSA e CSD), seguido do CoC (5,0%) e o
mais elevado no CNa (9,0%),. Quanto aos lipidios totais, as mais baixas
concentracdes aparecem no CoC e no CNa, seguido do CSA (2,45%) e o mais
alto foi o do CSD (5,0 %).

Os teores de lactose no CNa e no CoC podem ser reduzidos por meio de
processos mais exaustivos de lavagem dos precipitados, enquanto nos

concentrados protéicos de soro por aumento dos ciclos de diafiltracao.

O elevado teor de minerais no CNa se deve, em boa parte, ao sédio
adicionado, na forma de NaOH, para a alcalinizacdo da caseina isoelétrica. O teor
relativamente elevado de minerais no CoC pode ter como causa a co-precipitagao

de sais de calcio, juntamente com o coagulo.
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Os lipidios totais aparecem mais elevados no CSD, que nos demais
concentrados. O teor final de lipidios nos concentrados ir4 depender, em parte da

eficiéncia do desnate da matéria prima.

Exceto pelas concentracdes de lactose, que ainda se encontram um pouco
elevadas nos produtos analisados, a composicdo apresentada na tabela 1
assemelha-se bastante a da literatura, para os mesmos tipos de produtos (JOST,
1993). Nos Estados Unidos da América, a industria produz derivados protéicos de
soro abrangendo uma faixa de concentracao de proteina de 35 a 90% (USDEC,
1997).

Tabela 1 — Composicao centesimal aproximada e valores de solubilidade (média +
desvio padrdao) em base seca, apresentados por proteinas de leite

bovino.

Componente CSD CoC CSA CNa
(% b.s.)*

Proteina (N x 6,38) 85,60 + 4,55 80,78 + 6,55 81,02 + 4,98 80,88 + 5,84

Lactose 6,15+0,17° 12,51+054° 1508+0,35%  9,40+0,25°
Cinza 225+049° 508+0,75° 1,05+0,25°  9,01+0,64°
Lipidios totais 5,01 + 0,85% 1,61+0,20°¢ 2,45+0,18° 1,66 +0,36°¢
Solubilidade 93,09 +1,26° 3512+0,85° 94,87 +4,25%® 9820 + 4,262

*Determinacdes feitas em ftriplicata; CSD, concentrado protéico de soro doce; CoC, coagulo de
caseina; CSA, concentrado protéico de soro acido; CNa, caseinato de sodio. Nao houve diferenga
estatistica entre os teores de proteinas dos diferentes concentrados. Médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Os perfis de aminoacidos essenciais para os quatro concentrados protéicos
produzidos em planta piloto, comparados com uma caseina comercial e com o
padrao tedrico (FAO/WHO, 1990) estao na tabela 2.

Tabela 2 — Perfil de aminoacidos essenciais (g/100g de proteina) e escore quimico

(EAE) de concentrados protéicos obtidos de leite bovino.

Aminoacidos CSD CoC CSA CNa CC FAO/WHO
Treonina 7,6 3,7 5,8 4,7 4.1 3,4
Cistina +Metionina 5.4 37 53 3.9 2 0% 25
Valina 5,0 6,6 5,2 6,9 6,2 3,5
Leucina 11,7 9,8 12,5 10,4 8,8 6,6
Isoleucina 6,3 4,6 5,4 5,2 4,6 2,8
Fenilalanina + 7,2 11,4 7,6 11,5 9,9 6,3
Tirosina
Lisina 11,0 6,9 9,7 6,6 7,6 5,8
Histidina 6,1 6,4 7,0 7,7 2,8 1,9
Triptofano 1,1 0,87* 1,9 0,92* 1,4 1,1
EAE ** 1,00 0,79 >1,00 0,84 0,88 -

(Trp) (Trp) (Cys)2 +
Met

Resultados médios de determinagdes feitas em duplicata. *Aminoacido mais limitante em relagao
ao padrao FAO/WHO (1990). CSD, concentrado de soro doce; CoC, coagulo de caseina; CSA,
concentrado de soro acido; CNa, caseinato de sodio; CC caseina comercial e referéncia, padrao

FAO/WHO. ** EAE (escore de amino&cidos essenciais).

As proteinas do soro de leite diferem das caseinas por apresentarem teores

mais elevados dos aminod&cidos treonina, aminodacidos sulfurados (metionina +
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cistina), leucina, isoleucina, lisina e triptofano e teores mais baixos dos
aminoacidos de cadeias aromaticas (fenilalanina + tirosina). Em relagao ao padrao
tedrico utilizado, as caseinas podem apresentar deficiéncias em aminodacidos
sulfurados (metionina + cistina) e/ou triptofano. Essa situacdo é refletida nos
escores quimicos, também apresentados na tabela 2, e que se apresentam iguais
ou superiores a 1,0 para os concentrados de proteinas de soro e inferiores a 1,0

para as caseinas.

O perfil de aminoacidos apresentado pelas proteinas de soro de leite
permite que sejam recomendadas para a formulagdo de varios produtos especiais,
tais como formulas infantis (HAMBRAEUS, 1982); desempenho do metabolismo
muscular, pelo alto teor de aminoacidos essencias de cadeias ramificadas como
leucina e isoleucina, considerados importantes para o desempenho de esportistas
(STEELE; HARPER, 1990); na recuperacao de traumas multiplos (BRENAN et al.,
1986) e de queimaduras (ALEXANDER; GOTTSCHLISH, 1990).

Em virtude do empenho em limitar os tratamentos térmicos em nossos
processamentos e das condicdes em que 0s processamentos foram praticados,
em tanques abertos e operagdes manuais, 0s concentrados de proteinas de soro
apdés desidratacdo, apresentaram perfis microbiolégicos pouco satisfatérios,
conforme apresentados na tabela 3, existindo trés alternativas para melhorar
esses resultados. Visando melhorar o produto, uma segunda pasteurizagao
poderia ser acrescentada antes das operagdes de concentragdo e liofilizagao.
Essa alternativa ndo foi utilizada por nao dispormos de equipamento necessario
para tal procedimento. A segunda alternativa, testada com sucesso nessa
pesquisa, foi a irradiacdo do produto ja desidratado e embalado. Uma terceira
alternativa seria a microfiltracdo do leite e/ou do soro em membranas de material

ceramico com porosidade da ordem de 1 a 1,4um.

A irradiacdo consiste na exposi¢do do alimento a radiagdes ionizantes, sem
promover nenhuma injuria térmica ou mecéanica ao produto, sendo permitida em

muitos paises, inclusive no Brasil. As organizacdes reguladoras de alimentos
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internacionais permitem a utilizagdo de alimentos irradiados na alimentacéo
humana com doses de até 10kGy (THAKUR; SINGH, 1995).

Os resultados de andlises microbiolégicas, em alguns lotes de CSD
produzidos, sem irradiacdo e com irradiacdo, sdo apresentados nas tabelas 3 e 4.
As contagens que aparecem na tabela 3 em alguns casos estdo acima do que €
permitido pela legislagcao brasileira.

Tabela 3 — Perfil microbiol6gico de alguns lotes de concentrado protéico de soro

doce, desidratados por liofilizagdo produzidos na planta piloto do ITAL,

Campinas.
Microrganismos Lotes analisados

029/00 142/00 196/00 255/00
Salmonella (em 25 @) AUS AUS AUS AUS
Coliformes totais (NMP/g)* 9,3 >240 >240 12
Coliformes fecais (NMP/g)* 2,3 >240 >240 <102
Staphylococus aureus <10? <10? <10? 2 x 102
(UFC/g)**
Bacillus cereus (UFC/g)** <102 3x10° 45x10°  7x10?
Clostridium perfringens 1,56x10°  1,4x10® 45x10®° 7x10?
(UFC/g)**
Contagem total de aerébios 43x10" 1,1x10° 18x10" 5,3x 10’

Mesdfilos (UFC/g)** - - - -

*Numero mais provavel/grama; ** Unidades formadoras de colbnias/grama; AUS (ausente).

Os lotes 142/00 e 196/00 apresentaram contagens altas de coliformes

fecais e totais. J& o lote 255/00 apresentou maiores contagens de Bacillus cereus,
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Clostridium perfringens, Staphylococus aureus e contagem total de aerébios. O
lote 029/00 apresentou menor contagem de coliformes totais e fecais, e a segunda
maior contagem de aerdbios. Na tentativa de solucionar o problema de
contaminacao, ja que toda assepsia possivel fora anteriormente aplicada ao
processamento sem sucesso, um dos lotes mais contaminados (lote 142/00) foi
submetido a varios niveis de irradiacdo na EMBRARAD, em Sao Paulo. Os
resultados desses tratamentos estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Efeitos de irradiacao (raios y), nas doses de 3,0, 5,0, 7,5 e 10kGy, no
perfil microbiolégico do lote 142/00 do concentrado protéico de soro

doce liofilizado.

Microrganismos Doses (kGy)
3,0 5,0 7,5 10

Salmonella (em 25 @) AUS AUS AUS AUS
Coliformes totais (NMP/g)* <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Coliformes fecais (NMP/g)* <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Staphylococus aureus (UFC/g)** <10? <10? <102 <10?
Bacillus cereus (UFC/g)** <102 <102 <102 <102
Clostridium perfringens (UFC/g)** <10 <10 <10 <10
Contagem de bolores e leveduras <102 <102 <102 <102
(UFC/g)**

Contagem total de aerébios 1,7 x 102 <10 <10 <10

Mesofilos (UFC/g)** - - -

*Numero mais provavel/grama; **Unidades formadoras de col6nias/grama; AUS (ausente).

A irradiacao é utilizada em alguns paises para aumentar a durabilidade de

alimentos “in natura” ou processados e, como todos os métodos utilizados para

82



preservar alimentos, também apresenta limitacées. Seu uso isolado pode causar o
aparecimento em alguns alimentos de alteracbes quimicas e sensoriais
indesejaveis, dependendo das condicbes de irradiagdo e da quantidade aplicada.
Para prevenir essas mudancas a irradiacao deve ser associada a outros métodos
de conservacao de alimentos, como aquecimento, congelamento e embalagem a
vacuo ou em atmosfera modificada (THAKUR; SINGH, 1995).

Os dados da tabela 4 mostram que niveis de irradiagdo muito mais baixos
que o permitido sdo suficientes para eliminar os microrganismos indesejaveis
como coliformes, Bacillus cereus, bolores e leveduras ou reduzi-los em todos os
niveis de irradiacao testados, a valores abaixo do limite de deteccao dos métodos
de controle. Tratamento com dosagem de 3kGy ja foi eficiente para eliminagao de
microrganismos, sem afetar a composicdo e as propriedades funcionais
fisiologicas (imunoldgicas) das proteinas, permitindo assim o uso dos
concentrados irradiados em dietas para consumo humano, com a maxima

seguranga.

A preparacdo de concentrados protéicos de proteinas de leite, por
processos que usam membranas despertou grande interesse nos ultimos anos. A
possibilidade de utilizar diferentes membranas de ultrafiltragdo, a associacao de
ultrafiltragdo, diafiltragdo e microfiltragdo, assim como a combinagédo correta das
condicdes de pH e temperatura, permitem a obtencdo de concentrados protéicos
com propriedades fisico-quimicas e funcionais adequadas as diferentes aplicagdes
a que se destinam. Exemplos disto foram os concentrados protéicos obtidos nesta

pesquisa, com altos teores em proteina e pouquissima desnaturagao protéica.

2.4 CONCLUSOES
Os resultados obtidos e apresentados nesse trabalho permitem concluir que

€ possivel obter concentrados protéicos derivados do leite, com o minimo de

tratamento térmico e preservando-se as propriedades nutritivas em termos da
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composicao aminoacidica e as caracteristicas microbiolégicas. A utilizacao de
tecnologias de membranas (ultrafiltragdo/diafiltracdo) permitiu  produzir
concentrados protéicos de soro de leite com mais de 80% de proteina, com o

minimo de desnaturagao protéica possivel.

O perfil aminoacidico apresentado por proteinas de soro dos concentrados
produzidos foi superior ao das caseinas, o que resultou em maior escore de

aminodcidos essenciais.
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CAPITULO 3

ESTUDO DO ESTIMULO IMUNOLOGICO DE PROTEINAS DE
DIFERENTES FONTES: ADAPTACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

RESUMO

Camundongos das linhagens A/J, Balbi C, Swiss e Cs;Bl/6 foram alimentados
durante 21 dias com dieta contendo 20% de caseina e testados quanto a resposta
antigénica ao desafio com hemacias de carneiro. Os animais A/J e Balbi C
apresentaram os melhores resultados. O possivel efeito imunomodulador atribuido
a proteinas da dieta foi verificado com camundongos machos da linhagem A/J,
que receberam durante 21 dias dietas contendo 20g de proteina/100g de dieta das
fontes protéicas: IM, imunocal™; CSD-L (concentrado protéico de soro de leite
liofilizado); CSD-S (CSD seco em “spray dryer”); CC (caseina comercial) e IPS
(isolado protéico de soja). Os melhores resultados (média + desvio padrao)
expressos em n° de células formadoras de placas (CFP)/baco foram obtidos com
animais que se alimentaram com proteinas de soro: IM (80760 = 17470), CSD-L
(75840 + 15200) e CSD-S (69490 + 13570). A CC e o IPS apresentaram os piores
resultados, 36570 + 6850 e 26760 + 4870. O efeito imunomodulador verificado
pode estar relacionado com o perfil de aminoacidos de cada proteina, visto que
todas tinham valor nutricional similar. A irradiacdo do CSD-L com doses de 3 e
5kGy promoveu efeitos distintos na resposta imune, observando-se valores mais
elevados de CFP/bago em dose menor de irradiagao.

3.1 INTRODUGAO

As células e moléculas responsaveis pela imunidade constituem o sistema

imune que protege o organismo de substéncias estranhas, incluindo tanto
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microrganismos quanto macromoléculas como proteinas e polissacaridios, sem
que tais reacdes impliguem consequiéncias fisiolégicas ou patolégicas (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 1997).

A resposta imune especifica pode ser classificada em humoral e celular,
dependendo dos componentes do sistema mediador da resposta. No primeiro
caso a resposta imune é mediada por linfécitos B que ativados, diferenciam-se em
plasmécitos capazes de produzir anticorpos. A imunidade humoral constitui o
principal mecanismo de defesa contra micrébios extracelulares e suas toxinas, aos
quais os anticorpos se ligam, promovendo sua destruicdo. No segundo caso, a
resposta imune € mediada por linfécitos T, sendo conhecida por imunidade celular.
Ha duas classes principais de linfocitos T: as citotdéxicas, que matam as células
infectadas por virus e as células T auxiliares e inflamatorias, com fungéo ativadora
sobre outras células, como os linfécitos B e os macréfagos (ROITT, 1999; STITES;
TERR; PARSLOW, 2000).

A avaliacdo da resposta de anticorpos na imunidade humoral é
relativamente simples, enquanto que a imunidade mediada por células T,
imunidade celular é tecnicamente bem mais dificil de ser medida (JANEWAY et
al., 1999).

Os efeitos dos nutrientes da dieta no sistema imune e na resposta imune
sao complexos (CUNNINGHAM-RUNDLES, 1994; 1998). Os nutrientes derivados
de proteinas da dieta, carboidratos e lipidios, bem como micronutrientes, vitaminas
e minerais interagem sistematicamente com as células do sistema imunologico na
circulagdo sangulinea, nos linfonodos e no sistema imune especializado do trato
gastrintestinal (PRINDULL; AHMAD, 1993). Os efeitos de um nutriente isolado
dependem de sua concentragcado e da interagdo com outros nutrientes. A idade do
animal também é fator importante (CHANDRA, 1993a; 1993b).

Ha evidéncias de que proteinas de boa qualidade, identificadas de acordo
com sua capacidade de promover crescimento, possam diferir em sua capacidade
imunomoduladora. Estudos efetuados com camundongos adultos (BOUNOUS,
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BATIST; GOLD, 1989; BOUNOUS; KONGSHAVN, 1989; BOUNOUS; GOLD,
1991; WONG; WATSON, 1995) e jovens (PARKER; GOODRUM, 1992)
encontraram maior efeito imunomodulador para as proteinas de soro de leite,
comparadas a caseina e varias outras proteinas de origem animal, vegetal e de
algas. A maior parte dessas informagdes relaciona-se a resposta primaria
dependente do timo em resposta ao desafio com hemacias de carneiro,
medidos em termos de contagem de células formadoras de placas
(WOODWARD, 1998).

As proteinas de soro contém altas concentragdes de cisteina e a atividade
imunomoduladora apresentada pelas proteinas de soro foi atribuida a sua
habilidade em aumentar os niveis de glutationa nos 6rgaos linféides em resposta a
um desafio antigénico (BOUNOUS; KONGSHAVN, 1989; BOUNOUS; GOLD,
1991). Esses achados foram a base de um ensaio preliminar, no qual dois
individuos HIV positivos exibiram elevacdo modesta nos niveis séricos de
glutationa celular apos trés meses de suplementacdo com concentrado protéico de
soro (BOUNOUS et al., 1993).

Os objetivos do presente trabalho foram: verificar entre algumas linhagens
de camundongos, qual apresentaria melhor resposta frente a um desafio
antigénico e qual proteina da dieta estaria associada a esse perfil de resposta;
analisar a influéncia do ambiente na resposta imunolédgica e avaliar o efeito da

irradiacao de componentes da dieta na imunomodulagao.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Materiais
Para testar o efeito imunomodulador de proteinas da dieta utilizaram-se as

seguintes fontes: concentrados protéicos de soro doce, secos por liofilizagao
(CSD-L) ou atomizacdo em “spray dryer” (CSD-S); produzidos em planta piloto do
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TECNOLAT, ITAL, Campinas, SP (processo descrito anteriormente no capitulo 2);
o Immunocal™ - IM (Immunotec Clinical Foundation, Canada), caseina comercial —
CC (M Cassab, SP) e isolado protéico de soja — IPS (Samprosoy 90, Ceval,
Esteio, RS.). A metodologia utilizada para produgdo do concentrado protéico de
soro doce encontra-se descrita em Zinsly e outros (2001). A caracterizagdo desses
materiais foi efetuada de acordo com as seguintes metodologias: proteinas por
micro-Kjeldahl (%N x fator de conversao), cinzas, sélidos totais e umidade (AOAC,
1990); lipidios totais (BLIGH; DYER, 1959); carboidratos (ACTON, 1977).

3.2.2 Ensaios bioldgicos

Foram efetuados 4 ensaios biol6gicos com camundongos. O primeiro teve
como objetivo determinar qual linhagem apresentaria melhor resposta ao teste
imunoldgico. No segundo ensaio foram utilizados camundongos da linhagem A/J
visando comparar o efeito imunomodulador de fontes protéicas utilizadas nas
dietas. O terceiro ensaio foi desenvolvido visando verificar a interferéncia do
ambiente na resposta imune, o que foi avaliado mantendo-se animais dentro e fora
de isolador, em condigbes sanitarias controladas. No Ultimo ensaio buscou-se
verificar os efeitos de 2 doses de irradiacdo do concentrado protéico de soro doce,
testadas e apresentadas no capitulo 2 como eficientes no controle microbiolégico,

na imunomodulagao.
Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos machos SPF (“specific pathogen free”) e
imunocompetentes, de 6-8 semanas, obtidos do CEMIB/Unicamp, Campinas, SP.
As linhagens testadas foram as seguintes: Swiss (heterogenéticos), Cs7BI/6, Balbi
C e A/J (isogénicos). Em todos os ensaios os animais foram separados em
grupos, de modo que nao houvesse diferenca de médias de peso entre 0s grupos.
Eles foram mantidos em caixas plasticas proprias para camundongos (4

animais/caixa), forradas com maravalha (camas) e colocadas em ambiente com
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temperatura controlada (22 + 2°C) e ciclo de luz claro, escuro de 12 horas. Os
grupos foram aleatoriamente distribuidos entre os tratamentos. Os potes contendo
as dietas foram trocados diariamente, a agua e as camas, 2 vezes por semana.
Agua e dieta foram fornecidas “ad libitum”. Os protocolos experimentais utilizados

nos ensaios bioldgicos encontram-se esquematizados nas figuras 1 a 4.
Dietas utilizadas

As dietas foram formuladas de acordo com a AIN-93G (REEVES et al.,
1993) modificada quanto a concentracao de proteina (20%), sendo isoprotéicas e
isocaldricas.

No primeiro ensaio a fonte de proteina utilizada na dieta foi a caseina
comercial (CC). No segundo foram avaliadas diferentes fontes protéicas:
concentrados protéicos de soro doce (CSD-S e CSD-L), imunocal™ (IM), caseina
comercial (CC) e isolado protéico de soja (IPS). No ensaio 3, as protéicas das
dietas vieram da CC e do CSD-L. No ultimo ensaio, o CSD-L utilizado nas
formulagcdes das dietas foi irradiado na EMBRARAD, em Sao Paulo, com

dosagens de 3 e 5kGy. Cada dieta correspondeu a um tratamento.

As determinacdes de proteinas das dietas foram feitas pelo método micro
Kjeldahl (AOAC, 1990). Em todos os ensaios os animais receberam as
formulagbes durante 21 dias. As dietas foram porcionadas em capela de fluxo

laminar. A tabela 1 apresenta a composicao das dietas experimentais.
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Tabela 1 — Formulacdes de dietas semi-purificadas e a referéncia AIN-93G,
utilizadas por camundongos das linhagens Swiss, Cs;BI/6, Balbi C e

A/J para verificagdo da resposta imune humoral.

Ingredientes Quantidade (g/kg de dieta)

AIN-93G' CSD-S? csD-L®  Im* CC?® IPS®

Amido 397,49 390,36 397,51 395,28 397,38 397,47
Fonte protéica 200,00* 243,63 238,66 218,70 241,54 217,39

Amido dextrinizado 132,00 132,00 132,00 132,00 132,00 132,00

Oleo de soja 70,00 57,09 5924 69,74 6544 68,92
Sacarose 100,00 84,24 78,76 86,99 71,62 92,40
Celulose 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Minerais 35,00 27,47 28,32 31,77 26,53 26,31
Vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
L-cistina 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00

Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50

Tertbutilhidroquinona 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014

'Caseina comercial com teor de proteinas maior ou igual a 85%; “concentrado protéico de
soro seco em “spray dryer’; Sconcentrado protéico de soro seco em liofilizador;
“immunocal™; Scaseina comercial; éisolado protéico de soja.
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‘[ Protocolo do ensaio 1 ]’

8 animais por tratamento

Swiss' Balbi C? Cs/BI/6° A/

16 dias

Imunizagdo com hemacias de carneiro
(5 x 108 células )

5 dias

Sacrificio dos animais
(retirada do baco)

i

Suspensao de células de baco - teste imunoldgico

(verificacdo da resposta imune humoral)

Figura 1 - Protocolo experimental para ensaio imunolégico efetuado com
camundongos machos, submetidos a dietas com 20% de caseina.

1234 |inhagens de camundongos.
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Protocolo do ensaio 2 ]’

40
animais

8 animais por tratamento
(linhagem A/J)

CSD-L CSD-S IM CC IPS

16 dias

v

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

5 dias

Sacrificio dos animais
(retirada do baco)

i

Suspensao de células de baco - teste imunoldgico

(verificacdo da resposta imune humoral)

Figura 2 - Protocolo experimental para ensaios imunolégicos efetuados com
camundongos machos isogénicos submetidos a dietas contendo 20%
de diferentes fontes de proteinas, a saber: os concentrados protéicos
de soro doce (CSD-L, CSD-S e IM™), caseina comercial (CC) e
isolado protéico de soja (IPS).
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‘[ Protocolo do ensaio 3 ]’

8 animais por tratamento

(linhagem A/J)
CC CSD-L CC CSD-L
Ambiente normal Isolador
16 dias

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

5 dias

Sacrificio dos animais
(retirada do baco)

l

Suspensao de células de bago - teste imunoldgico

(verificacdo da resposta imune humoral)

Figura 3 — Ensaio imunoldgico efetuado com camundongos machos isogénicos da
linhagem A/J, submetidos a dietas com 20% de proteinas e mantidos
em ambiente normal e em isolador. Tratamentos: CC, caseina

comercial; CSD-L, concentrado protéico de soro doce liofilizado.
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Protocolo do ensaio 4 ]’

24
animais

8 animais por tratamento
(linhagem A/J)

CSD-L CSD-L3 CSD-L5

16 dias

v

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

l 5 dias

Sacrificio dos animais
(retirada do baco)

i

Suspensao de células de baco - teste imunoldgico

(verificacao da resposta imune humoral)

Figura 4 - Ensaio imunolégico efetuado com camundongos machos isogénicos da
linhagem A/J, recebendo dietas com 20% de proteinas. Tratamentos:
CSD-L (concentrado protéico de soro doce liofilizado), CSD-L3 e CSD-
L5 (concentrados protéicos liofilizados e irradiados com doses com 3 e

5kGy, respectivamente).
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Ganho de peso

Parametro utilizado para verificar a eficiéncia das dietas. Nao foi possivel
utilizar outros indices porque os animais foram mantidos em grupos nas caixas
plasticas, sendo impossivel verificar o consumo individual de dieta. Além disso, as

dietas eram em forma de po, possibilitando maior desperdicio.

Teste imunoldgico para verificacao de células formadoras de placas IgM
(CFP)

Para a imunizagao dos animais foram utilizadas suspensdes de hemacias
de carneiro padronizadas, obtidas semanalmente em solucdo de Alséver, do
Biotério Boa Vista, Campinas, SP. Apds 16 dias recebendo a dieta, os animais
foram imunizados com 5 x 10® hemacias de carneiro lavadas em tampao borato. A
contagem de CFP foi efetuada de acordo com o método modificado de
Cunninghan e Szenberg (1968). Os animais foram sacrificados 5 dias apos a
imunizagdo quando, de acordo com a literatura e confirmado em testes
laboratoriais, acontece o pico de resposta. Os bacos foram retirados e aliquotas
de suspensdo de suas células foram colocadas a reagir com hemacias e
complemento de cobaia, em laminas tratadas com agarose. Apds tempo
previamente determinado a reacao foi interrompida e a contagem de placas foi
efetuada com auxilio de lupa.

3.2.3 Andlises estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistica 6.0” (Stat
Soft Inc, Tulsa, USA). Os resultados experimentais foram submetidos a analise de

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

A composicao centesimal aproximada dos concentrados protéicos utilizados
na producdo das dietas para os ensaios biologicos com camundongos esta
apresentada na tabela 2.

Tabela 2 — Composicao centesimal aproximada (média + desvio padrao), em base
seca, dos concentrados protéicos de soro de leite bovino, caseina
comercial e isolado protéico de soja.

Componente Fontes protéicas (%)

CSD-L' CSD-S? IM3 IPS* cc®

Proteina (N x fator) 83,8 +2,60° 82,1+290° 91,4+3,14® 92,0+2,80° 82,8+2,70°

Lipidios totais 4,5+0,75° 54+1,03 0,12+0,01° 0,5+0,03° 1,9+0,25°
Cinzas 2,8 +0,50° 31+0,56% 1,48+0,27° 4,0+0,71 3,5+0,75°
Carboidratos* 8,9 +1,60° 6,5+0,81° 595+1,03° 35+0,58° 11,7+1,96°

Determinacgdes feitas em ftriplicata. 'Concentrado protéico de soro liofilizado; “Concentrado protéico
de soro seco em “spray dryer”, *Immunocal™; “Isolado protéico de soja e °Caseina comercial.
CSD-L, CSD-S, IM e CC (F = 6,38). IPS (F = 6,25). *Determinado como lactose, exceto para o IPS,
obtida por diferenca. Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

Todos os produtos apresentaram concentracao de proteina acima de 80%,
sendo que os dois concentrados protéicos de soro, seco por liofilizagdo (CSD-L) e
por “spray dryer” (CSD-S), apresentaram concentragcbes de proteina bem
proximas. Os lipidios totais apareceram mais elevados nos concentrados protéicos
(CSD-L e CSD-S) do que no Imunocal (IM™), um isolado protéico de soro de leite

bovino, produzido no Canada. Isso talvez se deva a diferencas na eficiéncia do
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desnate da matéria prima. Quanto a lactose, o mais alto teor (11,75%) foi
determinado na caseina comercial (CC) seguido do CSD-L (8,9%), CSD-S (6,47%)
e IM™ (595%). O IPS apresentou o menor teor de carboidratos (3,5%). A
composicao dos concentrados protéicos de soro produzidos no ITAL, CSD-L e
CSD-S, apresentada na tabela 2 assemelha-se bastante a da literatura, para os
mesmos tipos de produtos (JOST, 1993).

Na figura 5 estdo representados os resultados do teste de CFP efetuado
para verificar a resposta imunolédgica dos camundongos. Os animais receberam o
mesmo tipo de dieta, ndo havendo diferengas significativas no ganho de peso (p >
0,05) entre as linhagens Cs,B/6, A/J, Balbi C e Swiss, respectivamente: 11,36 +
1,489, 11,61 £ 1,879, 10,83 £ 1,94g e 10,59 £ 2,23g .
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C57B/6 A/l Balbi C Swiss

Linhagens

Figura 5 — Resposta imune humoral observada em camundongos de quatro
linhagens, alimentados durante 21 dias com dieta contendo 20% de
proteina. Médias seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p > 0,05). CFP (células formadoras de

placas/baco).
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A resposta imune humoral verificada apés imunizagdo com 5 x 10°
hemacias de carneiro, diferiu entre os grupos. Os melhores resultados de células
formadoras de placas/baco foram obtidos com animais A/J (35690 + 2600) e Balbi
C (34480 + 2800), que diferiram estatisticamente dos Swiss (26300 + 2240) e dos
Cs7BI/6 (22800 + 1859). Foi possivel observar que os camundongos Cs;Bl/6,
permaneceram muito agitados durante todo o experimento, enquanto os Balbi C

brigaram bastante, ferindo-se no decorrer do ensaio.

Embora ndo houvesse diferenca estatistica entre os resultados para
namero de CFP observados para os camundongos A/J e Balbi C, preferiu-se
trabalhar nos ensaios seguintes com os camundongos A/J por demonstrarem
menores niveis de agitacao e estresse, o que provavelmente, os favoreceria em

ensaios de longa duragéo.

Na figura 6 estdo representados os resultados do teste de CFP
desenvolvido para verificar a existéncia de efeito imunomodulador associado as
proteinas da dieta. Todas as dietas utilizadas continham 20g de proteina/100g de
dieta e apresentaram valor nutricional similar. Nao houve diferenca significativa (p
> 0,05) de ganho de peso entre os tratamentos IM, CSD-S, CSD-L, CC e IPS,
sendo: 12,53 + 2,51g, 11,63 + 2,099, 10,94 = 2,30g e 13,33 + 1,98¢,

respectivamente.

Os melhores resultados (média + desvio padrdao) foram obtidos para as
dietas contendo proteinas de soro de leite: IM (80760 + 17470), CSD-L (75840 +
15200) e CSD-S (69490 + 13570). A CC e o IPS apresentaram o0s piores
resultados, 36570 + 6850 e 26760 + 4870, respectivamente. Nao foram
observadas diferencas estatisticas (p > 0,05) entre o IM e 0 CSD-L, e entre os
concentrados protéicos secos por liofilizado e por atomizagéo. Isto provavelmente
aconteceu porque a desidratacdo em “spray” ndo promoveu desnaturagao
consideravel que pudesse interferir na imunomodulagdo. Os resultados obtidos

estao de acordo com outros da literatura, efetuados com as mesmas fontes
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protéicas (BOUNOUS ; KONGSHAVN; GOLD, 1988; BOUNOUS; BATIST; GOLD,

1989).
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Figura 6 — Resposta imune humoral observada em camundongos da linhagem A/J

alimentados durante 21 dias com dietas contendo 20% de proteina, a
saber: IM, imunocal™; CSD-L (concentrado protéico de soro de leite
liofilizado); CSD-S (CSD seco em “spray dryer’); CC (caseina
comercial) e IPS (isolado protéico de soja). Médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). CFP

(células formadoras de placas/baco).

Foi possivel verificar o efeito imunomodulador exercido por proteinas de

soro de leite, 0o que pode ser resultado de sua composicdo em cisteina,

componente considerado limitante a sintese de glutationa. O mesmo nao

aconteceu com os animais alimentados com IPS ou CC. Kidd (1997) e Bounous

(2000) consideram que a resposta imune humoral, envolvida na producao de

anticorpos, requer rapida sintese protéica que, por sua vez, requer ingestao
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dietética adequada de aminoacidos essenciais encontrados nas proteinas do soro

de leite.

Os resultados do terceiro ensaio estao representados na figura 7. O uso de
isolador teve como objetivo controlar a qualidade sanitaria de todo material que
entrou em contato com os animais. Assim, as caixas, maravalha e agua foram
autoclavadas antes de serem colocadas no isolador. As dietas foram irradiadas e

porcionadas em capela de fluxo laminar.
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Figura 7 — Resposta imune humoral observada em camundongos da linhagem A/J
alimentados durante 21 dias com dietas contendo 20% de proteina, a
saber: CC (caseina comercial) e CSD (concentrado protéico de soro de
leite liofilizado). CSDI e CCI foram mantidos em isolador. Médias
seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p > 0,05). CFP (células formadoras de placas/bago).

N&o houve diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) no perfil de

resposta dos animais mantidos dentro e fora do isolador para um mesmo tipo de
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dieta, ndo se observando, nesse caso, interferéncias do ambiente. Os melhores
resultados de células formadoras de placas/baco foram obtidos dos animais
alimentados com proteinas de soro de leite (CSD e CSDI) sendo,
respectivamente, 65568 + 8256 e 71733 = 6270. Os resultados obtidos para
caseina foram 30579 + 5540 e 36758 + 4269 células/baco para CC e CCI,
respectivamente, estatisticamente diferentes (p > 0,05) daqueles verificados com o
outro tipo de dieta.

E provavel que as condicdes do ambiente possam exercer efeito na
resposta imunoldgica de animais mantidos em ensaios de maior duragdo, 6 a 12
meses ou mais, quando estariam mais sujeitos a contaminacdes que pudessem

interferir nos resultados.

Os efeitos de duas doses de irradiacao (3 e 5kGy) sobre o perfil de resposta
imune anteriormente observado para o concentrado protéico de soro de leite seco
por liofilizacao estao representados na figura 8. Nesse ensaio também ndo foram
observadas diferengas de ganho de peso dos animais entre os tratamentos (p >
0,05), correspondendo a 12,28 + 2,469, 13,36 + 2,269 e 11,45 + 2,739 para CSD-
L, CSD-L3 e CSD-L5, respectivamente.
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Figura 8 — Resposta imune humoral observada em camundongos da linhagem A/J
alimentados durante 21 dias com dietas contendo 20% de proteina, a
saber: CSD-L (concentrado protéico de soro doce liofilizado); CSD-L3
(irradiado com 3kGy) e CSD-L5 (irradiado com 5kGy). Médias seguidas
por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >
0,05).

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

estatisticamente diferente daqueles anteriormente citados (p < 0,05).
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3.4 CONCLUSAO

Os camundongos da linhagem A/J responderam melhor ao estimulo
antigénico promovido por imunizagdo com hemd@cias de carneiro. Esses dados
serviram de base para decidir quais animais seriam mais adequados para

utilizagdo em modelo de indugao de cancer de colon.

Os resultados obtidos sugerem a existéncia de um efeito imunomodulador
das dietas contendo imunocal™ e concentrado protéico de soro doce liofilizado,
ambos proteinas de soro de leite. Essas proteinas foram mais eficientes em
modular a resposta imune, se comparadas a caseina e ao isolado protéico de
soja.

Doses de irradiagao das dietas acima de 3kGy nao favoreceram o efeito
imunomodulador observado para as proteinas de soro. Experiéncias realizadas
em nossos laboratérios (ndo relatadas neste trabalho) confirmaram dados da
literatura afirmando que, em condi¢cdes que causem desnaturacdo da proteina, ha

reducgdo significativa do efeito imunoestimulador.
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CAPITULO 4

PROPRIEDADE ANTITUMORAL: METODOLOGIA DE ESTUDO E
MONITORAMENTO

RESUMO

As possiveis propriedades imunoestimulatorias e antitumorais apresentadas por
proteinas de soro de leite, nas formas de concentrado protéico de soro doce
(CSD) e immunocal™ (IM), foram avaliadas comparativamente & caseina (CC) e
ao isolado protéico de soja (IPS), ambos adquiridos no comércio. Para tal foram
utilizadas 132 fémeas de camundongos isogénicos da linhagem A/J, divididas em
4 grupos e mantidas em isolador, onde receberam durante 32 semanas, dietas
formuladas segundo a AIN-76A (AIN, 1977) modificada, usando-se 20% de
proteina e 15% de lipidios (44,2% de gordura de porco, 46,2% de 6leo de milho e
9,6% de gordura de coco hidrogenada). As dietas s6 diferiram entre si quanto a
fonte de proteina, a saber: CSD, IM, CC ou IPS. Ap6s 4 semanas em dieta foram
injetados, nos animais, azoximetano (5mg/kg de peso corporal) por via subcutanea
durante 6 semanas consecutivas, para inducao de cancer de célon intestinal. Os
animais foram monitorados quanto a evolucdo de peso; resposta imunoldgica
(teste de CFP — células formadoras de placas), efetuada em bacos de animais
imunizados com 5 x 10° hemacias de carneiro; concentragdes de glutationa
hepatica e desenvolvimento do cancer (presenca de focos de criptas aberrantes —
FCA e tumores), no célon. Nao houve diferenca estatistica de ganho de peso entre
os tratamentos durante todo o experimento (p > 0,05). Os animais em dietas
contendo proteinas de soro (CSD e IM) apresentaram os melhores resultados para
nuamero de células formadoras de placa em todos os tempos analisados. Obteve-
se uma forte correlagdo positiva entre as concentragdes de glutationa no figado e
o numero CFP, no baco dos camundongos (r = 0,998 e r = 0,995), com 4 semanas

e 30-32 semanas de tratamento, respectivamente. Um nimero maior de FCA foi
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encontrado em mucosas de célon de animais em dietas com IPS (7,70 + 1,44),
seguido dos animais em CC (5,33 + 0,83). Os menores valores foram encontrados
para o CSD (3,60 + 0,53) e IM (3,36 * 0,39), estatisticamente iguais, diferindo do
IPS e também da CC (p < 0,05). Os animais com menor quantidade de FCA, em
dietas com CSD e IM, apresentaram também menor niumero de tumores. Esses
resultados permitiram inferir que, independente de quais sejam 0s mecanismos, as
proteinas do leite e, em especial, as proteinas do soro, ofereceram consideravel
protecdo aos animais, contra a indugao de tumores de célon por azoximetano, em

relacdo as outras fontes protéicas analisadas.

4.1 INTRODUGCAO

A depender da dieta, ela pode ser considerada fator de risco no
desenvolvimento de varias doencas, incluindo cancer (ROWLANDS et al., 2001).
Estima-se que 10 a 30 anos sejam necessarios para que células normais se
alterem em tumores clinicamente detectaveis. Durante esse periodo relativamente
longo, a dieta pode exercer efeito promotor ou inibidor no desenvolvimento da
doenca (BENNINK, 2001).

Varios estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de dietas ricas em
produtos de soja reduz a incidéncia de céncer de célon, mama e prostata
(ADLERCREUTZ et al., 1995; PERSKY; VAN HORN, 1995). Outros estudos
demonstram que as proteinas de soro de leite bovino também podem prevenir o
cancer (BOUNOUS; GOLD, 1991). As proteinas de soja e de soro de leite
reduzem a incidéncia de tumores de mama induzidos em ratas por
dimetilbenzantraceno, embora ndo estejam ainda claros os mecanismos de acao
(HAKKAK et al., 2000).

Ensaios efetuados com animais demonstraram que o efeito anticancer
apresentado por proteinas de soro de leite ocorre, concomitantemente ao aumento
nas concentracdes de glutationa (GSH) nos tecidos, podendo esta exercer efeito
antitumoral por estimulagéo da imunidade humoral e celular. Sendo a produgéao de
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radicais livres um passo critico na carcinogénese, a eliminacao desses radicais é
importante para inibir o desenvolvimento da doenca. As propriedades anticancer
sao atribuidas as habilidades apresentadas por essas proteinas em aumentar os
niveis de glutationa celular, agente quelante e antioxidante natural, como foi
sugerido por Bounous e Gold (1998) e Bounous (2000) que exerce fungao
importante na neutralizacdo de radicais livres e na desintoxicagdo dos tecidos,
além de estimular a producdo de anticorpos e os mecanismos de defesa do
organismo. O efeito anticAncer pode se dar por aumento na detecgdo e no
combate de células alteradas por células de defesa do organismo (ROWLANDS et
al., 2001).

Varias pesquisas feitas para desvendar como isso acontece revelaram um
efeito biolégico de natureza protetora, com relagdo a suscetibilidade ao cancer e
as doencas associadas ao envelhecimento, as quais parecem estar relacionadas
com reducdo nos niveis de glutationa e de seus efeitos na protecao contra radicais
livres e outros agentes toxicos (BOUNOUS; KONGSHAVN; GOLD, 1988;
BOUNOUS; GOLD, 1991; BOURTOURAULT et al., 1991; HAKANSON et al.,
1995; BOUNOUS, 1997).

As duas hipbteses mais aceitas a respeito da origem do cancer citam que a
funcdo protetora exercida pela glutationa se deve a promocao de acgao
antioxidante e desintoxicante. Existe forte correlacdo entre os mecanismos
associados ao envelhecimento e ao aparecimento do cancer uma vez que sua
incidéncia em seres humanos e em animais aumenta, consideravelmente, com a
idade. Além disso, as teorias do envelhecimento se baseiam na existéncia de um
acumulo de lesées que nao sao corrigidas em tempo habil, tal é a teoria de
radicais livres e outras que explicam a origem de alguns tumores. Richie (1992)
associou o aumento na incidéncia de cancer associado a idade, ao acumulo e a
maior exposi¢ao a agentes carcindgenos, ao longo da vida. De fato, encontrou-se
um efeito desintoxicante pela conjugacdo de glutationa de pelo menos 11
carcinégenos, a saber: aflatoxina B1, N-acetil-2-aminofluoreno, benzantraceno,

benzapireno, benzidina, dimetilhidrazina, etilmetilsulfonato, = N-metil-4-
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aminoazobenzeno, 7-metilbenzantraceno, 3-metil-colantraceno e 1-nitropireno
(BOUNOUS, 1997).

Os perfis de aminoacidos caracteristicos de diferentes proteinas podem
influenciar a intensidade da resposta imune. Camundongos alimentados com
dietas contendo 20% de proteinas de soro de leite apresentaram resposta imune
humoral a hemacias de carneiro, significantemente maior do que a observada em
animais com outras dietas de eficiéncia nutricional similar (BOUNOUS;
KONGSHAVN; GOLD, 1988).

Estudos efetuados na Universidade de Wisconsin (USA) mostraram que
niveis consideraveis de andrégenos sao capazes de promover reducao nos niveis
de glutationa em células da préstata, podendo promover o cancer. Por outro lado,
0 aumento nos niveis de glutationa no célon intestinal, verificado apés ingestao de
proteinas de soro de leite, foi associado a diminuicdo nos tumores em
experimentos feitos com carcinoma humano de célon, sugerindo que 0s niveis

teciduais de glutationa modulam a tumorgénese (RIPPLE et al., 1997).

Algumas das propriedades anticancer apresentadas por produtos de soja
sao atribuidas a fitoestrogenos como a genisteina, ligados as proteinas. Varios
estudos “in vitro” revelaram que a genisteina pode inibir o crescimento de varias
células tumorais, bem como a atividade de vérias enzimas necessarias ao
crescimento e diferenciacao celular (BARNES; PETERSON; COWARD, 1995).

Estudos controlados que examinaram a relacéo entre o consumo de soja e
cancer de colon intestinal foram revistos por Messina e Benning (1998), que nao
encontraram dados que suportassem uma relagao inversa entre a ingestao de soja

e o risco de desenvolvimento da doenca.

O uso de animais como modelos experimentais para inducao quimica de
cancer, permite obter informacdes sobre as caracteristicas do desenvolvimento e

a modulagdo da doenga. A dimetilhidrazina e seu metabdlito azoximetano sao
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muito utilizados em estudos de indugcdo de cancer de célon em animais

susceptiveis (MA et al., 1996).

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos de diferentes fontes
protéicas, na prevencao de cancer de célon intestinal, induzido quimicamente por

azoximetano.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Composi¢éao quimica da fonte protéica

Para verificacdo de possiveis propriedades imunoestimulatérias e
antitumorais, utilizaram-se como fontes de proteinas, o concentrado protéico de
soro doce produzido em planta piloto do Tecnolat, Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), Campinas, SP (processo descrito anteriormente no capitulo 2); o
Immunocal™ (Immunotec Clinical Foundation, Canada), a caseina comercial (M.
Cassab, Sao Paulo, SP) e o isolado protéico de soja (Samprosoy 90, Ceval,
Esteio, RS). A caracterizacdo desses materiais foi efetuada de acordo com as
seguintes metodologias: proteinas por Kjeldahl (%N x fator de conversao), cinzas,
sélidos totais e umidade (AOAC, 1990); lipidios totais extraidos pelo procedimento
de Bligh e Dyer (1959) e quantificados gravimetricamente; carboidratos (ACTON,
1977).

A composicdo em aminoacidos, exceto triptofano, foi determinada por
hidrélise acida e cromatografia de troca catidbnica em analisador automatico,
seguindo basicamente o método modificado de Spackman e outros (1958). O
triptofano foi determinado pelo método de Spies (1967). Detalhes do método foram
descritos no capitulo 2.
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4.2.2 Ensaio biol6gico com camundongos

Utilizaram-se 132 fémeas de camundongos isogénicos da linhagem A/J, de
6-8 semanas de idade, obtidos do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Unicamp em
Campinas, SP. O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA), do Instituto de Biologia da Unicamp. O protocolo

experimental encontra-se descrito na figura 1.

‘[ Delineamento Experimental]

132 fémeas de
camundongos

CSD M™ cc IPS
33 animais 33 animais 33 animais 33 animais
7 v v 7
Animais T1 (4 semanas) = 8 animais por tratamento
sacrificados
em cada
tempo T2 (20 — 22 semanas) = 10 animais por tratamento

T3 (30 — 32 semanas) = 15 animais por tratamento

Figura 1 — Protocolo experimental para ensaio de indugcao de cancer em fémeas
de camundongos da linhagem A/J. Tratamentos: CSD (concentrado
protéico de soro doce); IM (Immunocal™); CC (caseina comercial); IPS

(isolado protéico de soja comercial).
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Os animais foram separados em 4 grupos com 33 animais cada, com
médias de peso inicial semelhantes, e mantidos durante todo o experimento em
caixas plasticas proprias contendo, cada uma, 5 ou 6 camundongos (3 caixas com
5 e 3 com 6 animais). As caixas foram mantidas em isoladores, instalados no
biotério do ITAL, Campinas, SP. O uso de isoladores possibilitou o controle
higiénico-sanitario dos animais. As caixas, os bebedouros, os comedouros, a agua
e a maravalha utilizada para fazer as “camas” dos animais foram autoclavados,
para reduzir os riscos de qualquer contaminacdo que pudesse interferir nos
resultados. Os animais foram numerados, com marcagdes individuais e por tipo de
tratamento. Com isso, se algum animal saisse de sua caixa, ele poderia ser

facilmente identificado.
Dietas experimentais

A composicao das misturas mineral e vitaminica e das dietas experimentais
encontram-se descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. As dietas foram
preparadas de acordo com a AIN-76A (1977) modificada para proteina (20%). A
composicao em lipidios totalizou 15% (44,2% de banha de porco, 46,2% de 6leo
de milho e 9,6% de gordura de coco hidrogenada), formulada segundo Alabaster e
outros (1995). Como fonte de proteina para as dietas, foram utilizados os
seguintes materiais: concentrado protéico de soro doce — CSD; Immunocal™ - IM;
caseina comercial — CC e isolado protéico de soja — IPS. As dietas foram
irradiadas na EMBRARAD, em S&o Paulo, com dosagem de 3kGy, eficiente para
eliminacdo de microrganismos, sem afetar a composicdo e as propriedades
funcionais fisiolégicas das proteinas, conforme apresentado no capitulo 2. O
porcionamento das dietas foi feito em capela de fluxo laminar e os comedouros
foram trocados diariamente. Cada dieta correspondeu a um tratamento de acordo
com cada uma das fontes protéicas acima citadas. A determinagdo de proteinas
das dietas foi feita pelo método micro Kjeldahl (AOAC, 1990).
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Tabela 1 — Composicao das misturas mineral e vitaminica, recomendadas para
roedores segundo a AIN-76A, utilizadas nas proporgdes de 35 e 10g
por kg de dieta, respectivamente.

Ingredientes g/kg de mistura
Minerais
Fosfato de célcio bibasico 500,00
Cloreto de sbdio 74,00
Citrato de potassio monohidrato 220,00
Sulfato de potassio 52,00
Oxido de magnésio 24,00
Carbonato manganoso 3,50
Citrato férrico 6,00
Carbonato de zinco 1,60
Carbonato cuprico 0,30
lodato de potassio 0,01
Selenito de sédio 0,01
Sulfato de cromo e potassio 12 H,O 0,55
Sacarose (p6 fino) 118,03
Vitaminas
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Piridoxina-HCI 0,70
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Acido félico 0,20
D-Biotina 0,02
Vitamina B, 1,00
Palmitato - Vitamina A(500.000 Ul/g) 0,80
Vitamina D3 (400.000 Ul/g) 0,25
Acetato — Vitamina E (500 Ul/g) 10,00
Menadiona 0,08
Sacarose (p6 fino) 981,15

Fonte: AIN-76A (1977).
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Tabela 2 — Composicao de dietas semi-purificadas e a referéncia AIN-76A (1977),
utilizadas no ensaio de indugdo de cancer de coélon intestinal, em
fémeas de camundongos da linhagem A/J. Tratamentos: CSD
(concentrado protéico de soro doce); IM (Immunocal™); CC (caseina

comercial); IPS (isolado protéico de soja).

Ingredientes Quantidade (g/kg de dieta)

AIN-76A CSD IM CC IPS
Fonte protéica 200,00 235,50 226,93 241,54 217,39
Amido 150,00 199,16 192,17 172,88 192,93
Sacarose 500,00 334,00 334,23 350,00 350,00
Celulose 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Gordura de porco - 61,24 66,30 63,27 65,58
Oleo de milho 50,00 64,00 69,30 66,15 68,56
Gordura de coco - 13,32 14,40 14,64 14,23
Minerais 35,00 27,78 31,67 26,52 26,31
Vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
L-Metionina 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Bitartarato de colina 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

Os animais foram iniciados nas dietas, 4 semanas antes de serem injetados
com o carcindgeno, permanecendo em dieta durante 32 semanas. Os comedouros

contendo as dietas foram trocados e lavados diariamente.

O ganho de peso dos animais foi verificado semanalmente, ndo sendo

possivel utilizar outros indices nutricionais porque os animais foram mantidos
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agrupados em caixas plasticas, sendo impossivel verificar o consumo individual de

dieta.

Inducao de cancer

Para a inducao de tumores utilizou-se o azoximetano — AOM (Sigma/Aldrich
Co.), agente especifico para cancer de célon. A droga foi diluida em solucao salina
estéril (0,9% de NaCl), em concentragdo final de 1,1ug/uL, preparada
imediatamente antes do uso. Os animais foram injetados por via subcutanea,
semanalmente na proporcdo de 5mg/Kg de peso corporal, durante 6 semanas

consecutivas, correspondendo um total injetado de 30 mg/kg de peso corporal.

Monitoramento

O desenvolvimento do cancer foi monitorado por verificacao da existéncia
de alteracdes celulares, lesbes morfoldgicas distintas, conhecidas como criptas
aberrantes (CA) que podem ser detectadas em segmentos do colon fixadas com
azul de metileno. As CA foram observadas em colons de roedores tratados com a
droga carcinogénica, nao aparecendo nos animais do grupo controle, nao
injetados. Isso sugere tratar-se de lesdes pré-neoplasicas, reconhecidas em varios
trabalhos como biomarcadores de céncer de célon (BIRD, 1987; McLELLAN;
BIRD, 1988; PRETLOW et al.,, 1991; PRETLOW et al., 1992; SHIVAPURKAR,;
TANG; ALABASTER, 1992). Algumas técnicas e critérios utilizados no ensaio séo

relacionados a seguir:

e Focos de criptas aberrantes (FCA) — A quantidade de focos € o numero de
criptas aberrantes por foco foram determinados em 8cm na porcéo distal do
colon, de acordo com metodologia descrita por Bird (1987).

e Presenca de tumores — Os animais foram sacrificados 22 semanas apoés a
dltima injecdo com AOM. Os colons foram removidos e abertos
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longitudinalmente. O conteudo fecal foi removido, o0 nUmero de tumores foi

contado e o material foi preparado para exame histoldgico.

e Imunizagdo — Cada animal recebeu uma injecdo subcutanea de 5 x 10°
hemacias de carneiro lavadas em tampéao borato 0,05M (adicionado de sais de
calcio e magnésio). As hemacias foram obtidas em solugcdo de Alséver do

Biotério Boa Vista, Campinas, SP.

¢ Ensaio imunoldgico para verificacao de células formadoras de placas —. A
contagem de CFP foi efetuada de acordo com o método modificado de
Cunningham e Szenberg (1968), em suspensado de células de baco, 5 dias
apds a imunizagao, quando acontece o pico de resposta (BOUNNOUS; GOLD,
1991).

e Dosagem de glutationa — Efetuada nos figados dos animais segundo
metodologia de Saville (1958).

e Exame anatomo-patolégico — Os tumores e segcbes de colon fixados em
formalina foram encaminhados ao Centro Integrado de Anatomia Patol6gica e
Citopatologia S/C Ltda, Sao José do Rio Preto, SP, para andlise

histopatoldgica.
As figuras 2 e 3 apresentam, respectivamente, o delineamento experimental
do ensaio biolégico e os procedimentos das andlises efetuadas.

4.2.3 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa “Statistica 6.0” (Stat
Soft Inc, Tulsa, USA). Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 5% (GOMES, 1982).
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24
<:: Sacrificio
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Figura 2 - Representagdo esquematica da cronologia adotada para o ensaio

biol6gico na indugéo de cancer de célon intestinal.
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FEMEAS DE CAMUNDONGOS
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Figura 3 - Representacdao esquematica das analises efetuadas no ensaio biolégico
de indugao de cancer de colon. *Tempos nos quais foram efetuadas as

imunizagoes: 4, 20-22 e 30-32 semanas em ensaio.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizagdo do material utilizado em ensaio bioldgico

Todos os materiais utilizados como fonte de proteinas apresentavam
concentracdo em proteinas acima de 80%, conforme dados apresentados na
tabela 3.

Tabela 3 — Composicao centesimal aproximada (g/100g) em base seca (média +
desvio padrao) de fontes protéicas utilizadas no preparo de dietas em

ensaios com camundongos para indu¢ao de cancer.

Componente Fontes protéicas (%)
csD' IM? IPS® cc*
Proteina (N x fator) 83,80 +2,60° 91,4+3,14* 92,00+2,80° 82,80+2,70°
Lipidios totais 4,50 +0,75* 0,12+0,01° 0,50 + 0,03° 1,90 +0,25°
Cinzas 2,80+0,50° 1,48+0,27° 4,00 +0,71°2 3,51 +0,69%
Carboidratos* 8,90+1,60° 5,95+1,03° 3,50 +0,58° 10,71 +1,96°

Determinagdes feitas em triplicata.'Concentrado protéico de soro; 2lmmunocal™:; ®Isolado protéico
de soja e “Caseina comercial. CSD, IM e CC (F = 6,38). IPS (F = 6,25). *Determinado como
lactose, exceto para o IPS (diferenca para 100%). Médias seguidas por uma mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto a lactose, para os produtos derivados de leite bovino, 0 mais alto
teor (10,8%) foi obtido para a caseina comercial - CC, seguida do concentrado
protéico de soro - CSD (8,9%) e do immunocal™ — IM (5,95%). Os mais baixos
teores de cinzas foram encontrados para o CSD (2,8%) e o IM, concentrado e

isolado protéico de soro de leite. Quanto aos lipidios totais, verificaram-se as mais
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baixas concentracdes para o IM (0,12%) e isolado protéico se soja — IPS (0,5%).
Os valores mais altos foram obtidos para o CSD (4,5%).

Os lipidios totais aparecem mais elevados no CSD, que nos demais
materiais e esse fato esta diretamente ligado a eficiéncia do desnate da matéria

prima.

Com excecao das concentragdes de lactose, ainda um pouco elevadas no
CSD, a composicdo apresentada na tabela 3 assemelha-se bastante a da
literatura, para os mesmos tipos de produtos (JOST, 1993). E possivel reduzir
ainda mais os teores de lactose encontrados no CSD, aumentando-se o nimero
de ciclos de diafiltracdo. A medida que se aumenta o nimero de ciclos de
diafiltracdo, as concentracdes de lactose e cinzas diminuem enquanto aumenta a
proteina. Nos Estados Unidos da América, a industria produz derivados protéicos
de soro abrangendo uma faixa de concentracdo de proteina de 35 a 90%
(USDEC, 1997).

Os perfis de aminoacidos para os quatro concentrados protéicos utilizados
e 0 padrao tedrico da FAO/WHO (1990), sdo mostrados na tabela 4.

As proteinas do soro de leite diferem das caseinas por apresentarem teores
mais elevados dos aminoacidos treonina, e sulfurados (metionina + cistina),
leucina, isoleucina, lisina e triptofano e teores mais baixos dos aminoacidos de

cadeias aromaticas fenilalanina e tirosina.

Em relagcédo ao padrdao da FAO/WHO (1990), as caseinas podem apresentar
deficiéncias em aminoacidos sulfurados (metionina + cistina) e/ou triptofano. Essa
situacao é refletida nos escores de aminoacidos essenciais, também apresentados
na tabela 2, e que se apresentam iguais ou superiores a 1,0 para os concentrados
de proteinas de soro e inferiores a 1,0 para as caseinas.
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Tabela 4 — Perfil de amino&cidos e escore de aminoacidos essenciais (EAE), com
base no perfil tedrico da FAO/WHO (criancas de 2 a 5 anos de idade),
de fontes protéicas utilizadas no preparo de dietas para ensaio de

indugé@o de cancer, em camundongos.

Aminoécidos Fontes protéicas (9/100g de amostra)
g/100g de proteina csD! IM? IPS® cct FAO/WHO
Acido aspartico 9,55 12,70 10,70 7,17 -
Serina 5,14 5,30 5,00 5,93 -
Acido glutamico 16,56 19,73 18,00 21,87 -
Prolina 5,55 6,30 4,70 9,97 -
Glicina 1,66 2,00 3,70 1,80 -
Alanina 4,42 5,60 3,70 3,03 -
Treonina 6,40 8,30 3,20 4,15 3,40
Valina 5,04 6,40 4,00 6,16 3,50
Metionina + cistina 5,44 5,34 2,40 217" 2,50
Isoleucina 5,29 6,80 3,80 4,62 2,80
Leucina 9,81 10,90 6,90 8,87 6,60
Fenilalanina + tirosina 7,24 6,33 8,40 6,30 6,30
Lisina 9,27 9,50 5,70 7,67 5,80
Histidina 5,15 5,98 2,40 2,84 1,90
Triptofano 1,12 2,00 0,90* 1,40 1,10
Arginina 1,45 1,70 7,10 1,96 -
EAE** >1,02 >1,00 0,82 0,87 -

(Trp) (Cys)2 + Met

Valores obtidos de determinacdo Unica. Limitante em relacdo ao padrdo FAO/WHO (1990);
'concentrado protéico de soro; Zimmunocal™; Sisolado protéico de soja e *caseina comercial.
*Aminoacido mais limitante. **Escore quimico de aminoacidos essenciais. Calculado com base no

aminodacido mais limitante.
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4.3.2 Crescimento dos animais

Varios estudos mostraram que camundongos alimentados com dietas
contendo 20 g de proteina por 100g de dieta, provenientes de diferentes fontes
protéicas (caseina, soja, trigo, milho, ovo, peixe, carne, alga e racao comercial)
apresentaram ganhos de peso similares (BOUNOUS; KONGSHAVN, 1982;
BOUNOUS; LETORNEAU; KONGSHAVN, 1983; BOUNOUS; KONGSHAVN;
GOLD, 1988). No presente trabalho nao foram verificadas diferengas de ganho de
peso dos animais entre os tratamentos (p > 0,05), de acordo com os dados
apresentados na tabela 5, o que confirma o valor nutricional muito semelhante das

dietas.

Tabela 5 - Evolucédo de peso (média + desvio padrdo) apresentada por fémeas de
camundongos da linhagem A/J submetidos a dieta com 20% de
proteina durante 32 semanas e injetados com azoximetano (5mg/kg de

peso corpéreo semanalmente, por 6 semanas).

Peso (g)
Tratamentos
Inicial Maximo Final
atingido
Immunocal™ 16,85+ 1,82 33,52 + 3,14 30,23 £ 2,78

Concentrado Protéico de Soro Doce 16,69 + 1,80 33,10 +4,12 29,87 £ 2,47

Caseina Comercial 17,21 + 2,26 34,32 +4,76 31,27 + 1,55

Isolado Protéico de Soja 16,97 + 2,08 32,65 + 3,07 30,95 + 3,14

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p > 0,05). N =
132 animais (33 por tratamento).
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4.3.3 Criptas aberrantes

Os modelos animais permitem estudar os processos envolvidos em
doencas e testar hipéteses sobre a influéncia de fatores ambientais na etiologia e
prevencdo de cancer de célon. O conceito de prevencdo de céancer engloba
regredir, inibir ou eliminar lesbes pré-cancerosas, resultando na redugédo da
incidéncia de céancer. Assim, é importante identificar e enumerar lesdes pré-
neoplasicas em diferentes etapas de desenvolvimento. O estudo dessas lesdes no
célon é possivel por meio da identificacao dos focos de criptas aberrantes (FCA)
em célons de roedores tratados com algum agente carcinogénico (BIRD; GOOD,
2000).

O crescimento, a morfologia e as caracteristicas dos FCA ha algum tempo
reforcam a idéia de que essas alteragdes sejam lesdes pré-neoplasicas. O sistema
FCA é muito utilizado para identificar moduladores da carcinogénese de célon.
Entre os vérios indicadores utilizados em pesquisas de cancer, esses sao 0s
unicos que fornecem dados quantitativos para avaliar a progressao da doenca e
0s eventos basicos celulares e moleculares afetados diretamente por diversos

agentes preventivos ou promotores do cancer (BIRD; GOOD, 2000).

As criptas aberrantes (CA) estao ilustradas na figura 4. A quantidades de
focos de criptas aberrantes encontrados nos célons dos animais injetados com a

droga estao apresentados na tabela 6.

A carcinogénese consiste em processo com passos multiplos, envolvendo a
selecdo e expansao clonal de células pré-neoplasicas. A expansao clonal de uma
populacdo de células é conhecida como lesdo pré-neoplasica. Existem muitas
informacbes a respeito das caracteristicas das células cancerosas e pouco se
sabe da biologia dos estagios pré-neoplasicos. Essa deficiéncia leva a
identificacdo e quantificacdo de FCA. As primeiras observagdes sobre os FCA
foram feitas por Bird (1987) e hoje ja se sabe muito a respeito dessas lesbes e de
seu valor na modulacao de cancer de célon (BIRD; McLELLAN; BRUCE, 1989;
BIRD, 1995).
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Figura 4 — Segmento de c6lon de camundongo da linhagem A/J corado com azul
de metileno. Setas apontam focos de criptas aberrantes (FCA)

contrastando com mucosa normal (MN).

As criptas aberrantes aparecem duas semanas apés a indu¢cdo com o
carcinégeno. Inicialmente, elas aparecem como criptas Unicas, podendo ser
visualizadas por exame microscopico da mucosa. Um meétodo detalhado para
visualizar os FCA foi descrito por Bird (1998). As criptas aberrantes sao
reconhecidas por sua abertura luminal irregular dilatada e revestimento epitelial
denso. Com o passar do tempo, muitos focos de criptas aberrantes contém mais
de uma cripta, e, mais tarde, o colon pode conter um maior niumero de FCA,
exibindo multiplicidade de criptas. Uma Unica cripta aberrante se expande por
divisdo ou multiplicagéo. A maioria das lesdes exibe vérios graus de displasia. O
namero de FCA no colon varia com o tempo e flutuagbes nesses numeros indicam
que eles estdo em estado dinamico, podendo refazer-se ou regredir (BIRD;
GOOD, 2000).
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Os focos de criptas aberrantes se desenvolvem com maior frequiéncia na
porcao distal do célon. Os focos mostrados na figura 4 contém quantidades
diferentes de criptas aberrantes, coradas com maior intensidade do que a mucosa

normal.

Tabela 6 - Incidéncia de focos de criptas aberrantes — FCA (média + desvio
padrao) na mucosa intestinal de fémeas de camundongos da
linhagem A/J, injetadas durante 6 semanas consecutivas com 5mg/Kg
de peso corpéreo de azoximetano, e alimentados com dietas
contendo 20% de proteina de diferentes fontes.

Tratamentos N° FCA
Concentrado protéico de soro doce 3,60 +£0,53°
Immunocal™ 3,36 + 0,39°
Caseina comercial 5,33 +0,83°
Isolado protéico de soja 7,70 £ 1,442

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >
0,05).

Embora o sistema FCA seja bastante utilizado como biomarcador em
estudos de cancer de colon intestinal, existem propostas para uso de varios outros
marcadores, nao existindo ainda nenhum considerado ideal. A busca por
biomarcadores é importante na medida em que se pretenda avaliar o risco de um
individuo ou populagcdo vir a desenvolver o cancer de colon ou também na
indicagdo de moduladores da doenca. O valor do sistema FCA se limita a
investigagdes utilizando animais como modelo experimental. Mesmo que os FCA
estejam presentes em colons humanos, sua quantificacdo nao é facil. Para os

estudos com animais, esse é o melhor biomarcador, sendo especifico para esse
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tipo de cancer. Outro fator importante observado é que o nimero de FCA e sua
diversidade aumentam com o desenvolvimento da doenga, sendo o Unico
marcador que permite monitorar, passo a passo, esse desenvolvimento (BIRD,
2000).

Nessa pesquisa, a maior quantidade de FCA foi encontrada na mucosa do
cblon de animais submetidos a dieta de IPS, seguida dos animais em CC. Os
menores valores foram encontrados para o CSD e IM, estatisticamente iguais,
diferindo do IPS e também da CC (p < 0,05). Isso sugere um possivel efeito

protetor apresentado pelas proteinas de soro de leite.

4.3.4 Testes imunolégicos

A atividade fisiolégica dos concentrados protéicos de soro de leite é
demonstrada através do estimulo a sintese de glutationa e da reacdo antigeno-
anticorpo (IgM), no figado e baco, respectivamente, dos camundongos.

Apés 4 semanas, os camundongos alimentados com proteinas de soro de
leite apresentaram maior resposta imune humoral, em numero de células
formadoras de placas por bagco (média + desvio da média), 90075 + 13148 e
84225 + 11360 para IM e CSD, respectivamente. Eles diferiram estatisticamente
dos tratamentos IPS e CC, dietas contendo proteina de soja e caseina comercial,
conforme apresentado na tabela 7. Isso confirma dados obtidos em outros
trabalhos e com diferentes linhagens de camundongos, com idade variando de 7
semanas a 6 meses (BOUNOUS; KONGSHAVN, 1982; BOUNOUS;
LETORNEAU; KONGSHAVN, 1983; BOUNOUS et al, 1985; BOUNOUS;
KONGSHAVN; GOLD, 1988). A figura 5 mostra camundongo com sinais clinicos

do desenvolvimento da doenga contrastando com outro, sadio.

Com o passar do tempo a doenga se desenvolveu e a resposta imune
medida em numero de células por bago decaiu substancialmente, o que evidencia

o efeito imunodepressor provocado pela droga AOM. Com 16 a 24 semanas 0s
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animais ja apresentavam sinais clinicos associados a presenga de tumores, como
falhas na pelagem, sangue nas fezes, olhos opacos e desbotados, conforme foi

apresentado na figura 6.

Figura 5 — Camundongos A/J utilizados em ensaio: A - animal sadio; B - animal
apresentando sinais caracteristicos do desenvolvimento da doenga
(perda de peso, falhas na pelagem e olhos opacos).

Tabela 7 - Resultados de testes de células formadoras de placas — CFP (média *
desvio padrao) efetuados com fémeas de camundongos da linhagem
A/J, injetados com 5mg/Kg de peso corpdreo (6 semanas consecutivas)
e submetidos a dietas com diferentes fontes de proteinas.

Tratamentos CFP (n° células/baco)

1 (4 semanas) 2 (20-22 sem.) 3 (30-32 sem.)

Immunocal 90075 + 13148% 26618 + 3788% 3233 + 523°
Concentrado protéico de soro doce 84225 + 11360% 26181 + 22652 3063 + 832*
Caseina comercial 35160 + 5195° 9300 + 1397° 712 + 87°
Isolado protéico de soja 28707 + 4475° 3923 + 718° 288 + 47°

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >
0,05).
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As medidas de CFP efetuadas em torno da vigésima semana denotaram
valores 3 vezes menores do que os resultados iniciais, efetuados com 4 semanas,
decaindo ao final do ensaio, para valores quase 9 vezes menores. Mesmo assim,
0s animais alimentados com proteinas de soro de leite apresentavam os melhores

resultados.

4.4.5 Dosagem de glutationa (GSH)

Na figura 7 sdo apresentadas correlagcbes efetuadas entre glutationa e CFP
e na tabela 8 os resultados das dosagens de glutationa efetuadas nos figados dos
animais. Foi possivel demonstrar uma forte correlagdo positiva entre as
concentracoes de glutationa no figado e o numero de células produtoras de
anticorpos (contagem de CFP), no bago dos camundongos (r = 0,998 e r = 0,995),
com 4 semanas e 30-32 semanas, respectivamente.
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GSH =2,5735 + 0,7341*CFP
Correlagao: r = 0,998

GLU

- ~oo  Regressio
20 30 40 50 60 70 80 90 100 95% de confianca

CFP T, = 4 semanas

GSH = 1,7874 + 1,0216*CFP
Correlagao: r = 0,995

: >~ Regressio
70,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 95% de confianca

CFP

T, =30 - 32 semanas

Figura 6 — Correlacdes lineares entre os resultados de CFP (células formadoras
de placas) e glutationa obtidos com fémeas de camundongos da
linhagem A/J, em dois tempos distintos (T1 = 4 semanas e T, = 30-32
semanas apos injecao de carcindgeno).
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Tabela 8 — Concentragdes de glutationa (média + desvio padrdo) medidas em
figados de camundongos da linhagem A/J, estando por 4 semanas
em dietas e ap6s serem injetados com 5mg/kg de peso corporeo (6
semanas consecutivas) de AOM e submetidos a dietas com
diferentes fontes de proteinas.

Mmol/g de tecido

Tratamentos
4 semanas 30-32 semanas
Immunocal ™ 9,14 + 1,26 5,19+ 0,91
Concentrado protéico de soro doce 8,79 + 1,38 5,39 + 0,372
Caseina comercial 5,32 + 0,43"° 2,74 +0,46°°
Isolado protéico de soja 4,53 +0,81"° 1,88 + 0,445

Médias seguidas por letras sobrescritas diferentes maiusculas (linha) e minusculas
(coluna) significam diferenca estatistica (p < 0,05).

As concentracdes intracelulares de glutationa medidas no figado, foram
maiores para camundongos alimentados com proteinas de soro de leite (IM e
CSD) e com caseina, sendo verificados valores menores nos camundongos
alimentados com soja. Resultados semelhantes foram obtidos por Mclntosh e
outros (1995). Nesse trabalho, os autores nado encontraram diferencas
significativas em tecidos de bago, no célon e nos tumores, embora os animais
alimentados com soro tenham mostrado as maiores concentragdes de glutationa.
Sabe-se que 0 soro é fonte rica em precursores (proteinas ricas em cisteina) para

a sintese de glutationa.

4.3.6 Quantificagao dos tumores

A incidéncia de tumores no célon, para os diferentes tratamentos dietéticos,

€ mostrada na tabela 9. Observou-se maior quantidade de tumores em
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camundongos alimentados com IPS (18,20 + 5,46), seguido daqueles em dieta
contendo CC (14,33 + 3,43). Os animais alimentados com proteinas de soro (CSD
e IM), apresentaram quantidades menores de tumores, 9,33 + 2,96 e 8,56 + 3,09,

respectivamente, diferindo estatisticamente do IPS e CC (p < 0,05).

Tabela 9 - Incidéncia de tumores de célon (média + desvio padrdo) em
camundongos da linhagem A/J (n = 60) injetadas durante 6 semanas
consecutivas com 5mg/kg de peso corporeo de azoximetano, e
mantidas em dietas contendo 20% de proteina de diferentes fontes.

Tratamentos Incidéncia de tumores
Concentrado protéico de soro doce 9,33 + 2,96°
Immunocal™ 8,56 + 3,09
Caseina comercial 14,33 + 3,43%
Isolado protéico de soja 18,20 + 5,46

Médias seguidas por letras sobrescritas diferentes significam diferenca estatistica (p <
0,05).

E possivel estabelecer um paralelo entre a quantidade de FCA e o
desenvolvimento de tumores de célon observados nesse estudo,
significativamente menores em animais alimentados com dietas preparadas com
proteinas de soro de leite (CPS e IM), comparados com caseina comercial e
isolado protéico de soja (p < 0,05). Verificou-se uma correlagédo positiva entre FCA
e a quantidade de tumores, na figura 7. A figura 8 apresenta segmentos de célon
intestinal contendo tumores em seu interior. Nas figuras 9 e 10 s&o apresentados

alguns cortes histoldgicos efetuados em segmentos de c6lon e em tumores.
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Tumores = 2,8547 + FCA
Correlacao: r = 0,93781

Numero de tumores

, ~o. Regressao
2 3 4 5 6 7 8 9 10 95% conf.

N° FCA

Figura 7 - Correlagdo linear entre a incidéncia de FCA (focos de criptas
aberrantes) e a quantidade de tumores em segmentos de coélon
intestinal de fémeas de camundongos da linhagem A/J injetados com

azoximetano.

Figura 8 — Tumores encontrados em segmentos de célon intestinal (abertos no

sentido longitudinal) de camundongos injetados com azoximetano.
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Figura 9 — Cortes histolégicos efetuados em segmentos de colon intestinal de
camundongos injetados com azoximetano corados com hematoxilina
e eosina, H&E (x 200). A: mucosa com aspecto normal. B:

adenocarcinoma.
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Figura 10 — Cortes histoldgicos efetuados em segmentos de colon intestinal de
camundongos injetados com azoximetano, corados com hematoxilina

e eosina. A e B: regides de adenocarcinoma
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Os resultados obtidos nesse trabalho confirmam achados de Mclintosh e
outros (1995) que também observaram relacdo entre proteinas da dieta

experimental e o desenvolvimento de cancer induzido por dimetilhidrazina.

Mesmo nao havendo evidéncia epidemiolégica de que a ingestdo de soja
possa reduzir o risco de cancer de colon, sabe-se que alguns de seus
componentes isolados exercem esses efeitos, sendo capazes de inibir o
crescimento de células cancerosas (MESSINA; BENNING, 1998; BENNINK; OM,
1999). Embora na literatura existam dados que confirmem a acao protetora da
soja contra o cancer, no nosso caso esse efeito nao foi encontrado, provavelmente
porque foi utilizado um isolado protéico. Trata-se de uma preparagao purificada,
com alto teor protéico, no qual essas propriedades ndo se manifestam,

possivelmente por efeito do processamento utilizado para sua obtencéo.

As observagbes anteriormente descritas ajudam a entender a inibicdo de
tumores observada “in vitro”. Além disso, Bourtourault e outros (1991) mostraram
que a adicdo de soro de leite bovino em meios de cultura contendo células
humanas de cancer de préstata e de mama resultou em reducéao significativa do
crescimento celular. Os efeitos inibidores dessas proteinas manifestaram-se apés

24 horas de incubacéo.

E relevante o fato de que as proteinas de soro encontradas nos
concentrados protéicos, tais como a albumina sérica, a o-lactalbumina e a
lactoferrina, com maiores concentragdes de cistina, exercem efeito individual na
inibicdo evolugdo de células tumorais. Quando nao estdo desnaturadas, essas
proteinas contém quase as mesmas quantidades de residuos de cistina, sendo
capazes de exercer efeito fisiolégico (GOODMAN; SHANBACHER, 1991). A
albumina sérica bovina inibiu a produgédo de estrogenos em meio contendo células
humanas de cancer de mama (LAURSEN; BRIAND; LYKKESFELDT, 1990). A
incubacao com a-lactalbumina promoveu apoptose seletiva em células de cancer
humano (HAKANSON et al., 1995). A lactoferrina exibiu efeito antitumoral em

cultura com células pancreaticas humanas (SAKAMOTO, 1998). As trés proteinas
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citadas tém em comum, proporcoes relativamente altas de cisteina. Ja que a
cisteina apresenta efeitos antitumoral observados “in vitro”, é razoavel assumir
que as proteinas de soro, ricas em cisteina, também o exercam (BOUNOUS,
2000).

E importante ressaltar que os diferentes efeitos na resposta imune
promovidos por dietas com proteina de soro e caseina, utilizadas para
camundongos que desenvolveram cancer, sdo comparaveis aqueles registrados

com animais saudaveis, tratados com as mesmas dietas.
4.4 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados confirmam a hipétese de que as proteinas
da dieta diferem significativamente em sua capacidade de exercer efeito protetor
contra o desenvolvimento de cancer de célon em roedores, usando outros

carcinégenos como a 1,2-dimetilhidrazina (DMH).

As proteinas de soro de leite foram mais eficientes em modular a sintese de
glutationa e a resposta imune, exercendo certa prote¢do contra o desenvolvimento
e 0 agravamento do cancer induzido pelo azoximetano, comparadas a caseina e
ao isolado protéico de soja. O efeito foi notado durante todo o experimento. Esses
resultados reforcam outros ja obtidos em varios trabalhos que utilizaram modelo

experimental para inducao de cancer intestinal.

Confirmou-se ainda a validade do uso de focos de criptas aberrantes como
indicadores do desenvolvimento de cancer de cdlon intestinal. Esses marcadores
haviam sido usados com sucesso por outros investigadores citados no presente

trabalho.

Certamente sdo necessarios mais estudos que permitam esclarecer os
mecanismos de acao responsaveis pelos efeitos anticancer das proteinas do soro

de leite.
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CONCLUSAO GERAL

As tecnologias de producdo utilizadas possibilitaram obter concentrados
protéicos derivados do leite com o minimo de tratamento térmico e de desnaturagéo
protéica, nas condi¢des utilizadas no trabalho. Isso foi particularmente importante
tendo em vista que as condigbes que causam desnaturagéo da proteina, produzem
significativa reducao do efeito imunoestimulador.

Os camundongos da linhagem A/J responderam melhor ao estimulo
antigénico promovido por imunizagdo com hemdcias de carneiro, mostrando-se
mais adequados para utilizacdo em modelo de indugédo de cancer de célon do que
0s animais das linhagens Swiss, Cs7Bl/6 e Balbi C.

Os resultados obtidos sugeriram a existéncia de um efeito imunomodulador

|TM

das dietas contendo imunoca e concentrado protéico de soro doce,

significativamente menor com a caseina e o isolado protéico de soja.

As proteinas utilizadas nas dietas diferiram significativamente em sua
capacidade de exercer efeito protetor contra o desenvolvimento de cancer de
cblon induzido por azoximetano. As proteinas de soro de leite foram mais
eficientes em modular a sintese de glutationa e a resposta imune, exercendo
maior protecdo contra o desenvolvimento e o agravamento do cancer do que a
caseina e o isolado protéico de soja. A quantidade de focos de criptas aberrantes
presentes no célon apresentou correlagdo com o desenvolvimento de tumores,
podendo ser utilizado como marcador do desenvolvimento do cancer induzido. O
efeito foi notado durante todo o experimento, reforcando resultados obtidos por

outros pesquisadores em modelos experimentais de indugdo de cancer de célon.

Sao necesséarios mais estudos para esclarecer os mecanismos de acao
responsaveis pelos efeitos protetores exercidos por proteinas do soro de leite,
verificados nas condi¢gdes de trabalho utilizadas.
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Trabalhos apresentados em reunides cientificas

Efeito de proteinas da dieta no sistema imune e no desenvolvimento de

tumores induzidos por azoximetano em camundongos

Autores: Dias, NFGP.; Sgarbieri, VC.; Jacobucci, HB.; Tanikawa, C.; Saron,
MLG.; Roman, JA.

XVI Congresso Brasileiro de Nutricdo - || Congresso Latino-Americano e |

Congresso Brasileiro de Nutrigao Humana

Local: Porto Alegre — RS

Padronizacao da Técnica de PFC ("Plaque Forming Cells") utilizada para

medir a propriedade imunomoduladora apresentada por proteinas de

soro de leite.

Autores: Dias, NFGP.; Sgarbieri, VC.; Rangel, HA.; Jacobucci, HB.; Tanikawa,
C.; Santos, A.

XVII Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Local: Fortaleza, CE:

Efeito das proteinas do lactosoro no sistema imunoldgico de
camundongos.

Autores: Dias, NFGP.; Sgarbieri, VC.; Rangel, HA.; Jacobucci, HB.; Pacheco,
MTB.; Santos, A.

Simpésio Sul-Brasileiro de Alimentacao e Nutricdo: Historia, Ciéncia e Arte.

Local: Florianépolis, SC.
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camundongos.

Autores: Dias, NFGP.; Sgarbieri, VC.; Rangel, HA.; Jacobucci, HB.; Borges,
PZ.; Pacheco, MTB.; Tanikawa, C.

[ll Simpédsio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos, Campinas, SP.

Publicacoes

¢ Novel nutritional and physiological functions of milk proteins.
Autores: Dias, NFGP.; Jacobucci, HB.; Pacheco, MTB.; Tanikawa, C.; Rangel,
HA; Sgarbieri, VC.
Annals of Food of 21st Century - Foods and Resource, Technology,
Environment (II)
Food Resource & New Products. WUXI: University of Light Industry, v. 1, p. 196-
210, 2000.

o Dietary proteins, immune functions and degenerative diseases.
Annals of Nutrition & Metabolism, Viena, v. 45, supp. 1, p. 207, 2001.
Autores: Dias, NFGP.; Jacobucci, HB.; Pacheco, MTB.; Tanikawa, C.; Rangel,
H.A.; Sgarbieri, VC.

o Dietary protein, immune function and colon carcinogenesis in mouse.
Nutrition Research, 2004.

Trabalho submetido a avaliagdo para publicagéao.
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