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RESUMO

Ha grande interesse no estudo da relagdo entre nutricdo e imunidade devido a
hipétese de que o consumo de determinados alimentos pode reduzir a
susceptibilidade e/ou a progressédo de doencgas associadas a resposta imunologica.
O objetivo desse estudo foi produzir, caracterizar e conhecer as atividades bioldgicas
de caseinofosfopeptideos (CPP) nas respostas inflamatéria, antimicrobiana e
antioxidante. Para tanto, CPP foram produzidos por hidrdlise triptica do caseinato de
sbdio, seguida de precipitacdo acida, agregacao mineral e precipitagdo com etanol,
sob as condi¢des de 2 e 4horas de hidrolise, a 37°C e 50°C. Em seguida, foram
caracterizados através de avaliagdo da composicao centesimal, Eletroforese em Gel
de Poliacrilamida, Espectometria de Massas e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Posteriormente, leucocitos humanos de individuos sadios para os quais
os CPP nédo se mostraram toxicos foram utilizados nos seguintes ensaios: (a)
expressao das integrinas LFA-1, VLA-4 e VLA-5 por citometria de fluxo; (b)
quimiotaxia de granulécitos em caémaras de Boyden, (¢) atividade antimicrobiana
para Escherichia coli e Salmonella enteritidis em teste de microdiluicdo em caldo e
(d) determinacdo da capacidade antioxidante, usando os métodos de reducdo do
fosfomolibdénio e espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS). Os resultados
mostraram que os CPP obtidos apresentam baixo peso molecular e elevados teores
proteico e mineral; quanto ao perfil aminoacidico, apresentam elevada e diferenciada
quantidade de acido glutamico e serina, conforme o processo de obtencdo. Quanto
as atividades biolégicas, os CPP néo influenciaram a expressdo de LFA-1. Para
VLA-4, entretanto, os CPP 2h/37°C diminuiram significativamente a expressdo em
linfocitos, CPP 2h/50°C diminuiram significativamente a express&o em granulécitos,
e 0os CPP 4h/37°C e 50°C aumentaram significativamente a expressdo da mesma
integrina em granulécitos. Em relagdo a VLA-5, os CPP 4h/37°C e 50°C aumentaram
significativamente sua expressao em linfécitos e granulocitos. Os CPP 4h/37°C e
50°C h apresentaram habilidade em promover significativamente a locomog¢éao de
granulécitos, em contraste com os CPP 2h/37°C e 50°C, que a inibiram. Todos os
hidrolisados apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli e S. enteritidis.
Mostraram-se, também, dotados de capacidade antioxidante, a qual foi melhor
revelada pelo ensaio do TBARS. Os resultados deste trabalho indicam, pela primeira
vez, que CPP derivados de hidrdlise triptica podem contribuir para com a resposta
inflamatéria n&o especifica e, por apresentam atividades antimicrobiana e
antioxidante, podem ser uteis na promocédo da saude em situagbes especiais que
envolvem pacientes desnutridos e imunodeprimidos ou com comprometimento
gastrintestinal decorrente de inflamacgdes.

PALAVRAS-CHAVE: Caseinofosfopeptideos. Caseinato de sdédio. Inflamacgéo.
Moléculas de adesao. Quimiotaxia. Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

The interest in the study of the relationship between nutrition and immunity is
increasing due to the hypothesis that the consumption of certain foods can reduce
the susceptibility or the progression of diseases associated with the immune
response. The aim of this study was to produce, characterize, and evaluate the
biological activities of caseinphosphopeptides (CPP) in the inflammatory response as
well as their antimicrobial and antioxidant abilities. To this end, CPP were produced
by tryptic hydrolysis of sodium caseinate followed by acid precipitation, mineral
aggregation, and precipitation with ethanol, during 2 and 4hours at 37 and 50 °C.
They were, then, characterized by assessing their centesimal composition, and by
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, Mass Spectrometry, and High-performance
Liquid Chromatography. After showing no cytotoxicity, human peripheral leukocytes
from healthy subjects were exposed to the CPP and tested for (a) the integrins LFA-
1, VLA-4, and VLA-5 expression by flow cytometry; (b) chemotaxis of granulocytes in
Boyden chambers, (c) antimicrobial activity against Escherichia coli and Salmonella
enteritidis by the microdilution test, and (d) determination of the antioxidant capacity,
using the phosphomolybdenum and the thiobarbituric acid reactive species (TBARS)
methods. The results showed that the CPP had high protein and mineral content, and
low molecular weight; the amino acid profile showed high and differentiated amounts
of glutamic acid and serine according to the methodological procedures. With regard
fo the biological activities, the CPP did not influence the expression of LFA-1. For
VLA-4, however, the CPP 2h/37°C decreased significantly its expression on
lymphocytes as did the CPP 2h/50°C for granulocytes, and in contrast with the CPP
4h/37°C and 50°C, which significantly increased its expression integrin in
granulocytes. Both the CPP 4h /37°C and 50°C significantly increased VLA-5
expression in lymphocytes and granulocytes. The CPP 4h/37°C and 50°C showed
ability to induce granulocyte locomotion, in contrast with the inhibition showed by
CPP 2h/37°C and 50°C. All hydrolysates showed antimicrobial activity for E. coli and
S. enteritidis. They were also have demonstrated antioxidant capacity, which was
better revealed by the TBARS assay. The results of this study indicate, for the first
time, that CPP derived by tryptic hydrolysis of sodium caseinate can influence the
non-specific inflammatory response, and as having antimicrobial and antioxidant
activities, they may be helpful in promoting health in special conditions involving
malnourished and immunocompromised patients or with gastrointestinal impairment
due to inflammation.

KEYWORDS: Caseinphosphopeptides. Sodium caseinate. Inflammation. Adhesion
molecules. Chemotaxis. Antimicrobial activity. Antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

A relacao entre dieta e saude € bem conhecida por ser um eixo importante na
promocéo de bem-estar e na redugdo de doengas. Cada vez mais, a atencédo dos
pesquisadores se concentra na descoberta e utilizacdo de alimentos e ingredientes
funcionais e esta tem sido a base do crescimento do mercado desses alimentos, os
quais, além do seu valor nutritivo, exercem influéncia positiva sobre a saude
humana.

Em muitos casos, € possivel, quando se empregam proteinas como agentes
funcionais, desenvolver produtos com caracteristicas especiais, além de agregar
valor a subprodutos que, com frequéncia, representam problemas para as industrias.

Proteinas do leite bovino sdo ingredientes importantes em muitos produtos
alimenticios e nutricionais devido as suas diversas propriedades funcionais,
nutricionais e tecnoloégicas.

Os peptideos bioativos de origem animal mais estudados sdo os produtos
lacteos, os quais, apds hidrdlise, apresentam algumas funcdes especificas que 0s
tornam agentes promotores de saude (McCann et al., 2006).

Dentre os peptideos derivados da caseina que apresentam atividade bioloégica
estdo os caseinofosfopeptideos (CPP), descritos ha mais de 50 anos. Porém, ainda
n&o estdo completamente caracterizados em relacdo aos mecanismos por meio dos
quais exercem seus efeitos e formas de aplicagdo em alimentos (Kruger; Candido,
2009).

1.1 JUSTIFICATIVA

Ha interesse cada vez maior no estudo da relacio entre nutricdo € imunidade
devido a hipétese de que o0 consumo de determinados alimentos pode reduzir a
susceptibilidade e/ou a progress&o de doengas associadas a resposta imunolégica
(Sandré et al., 2001).

A maioria dos estudos evidencia o efeito de peptideos e hidrolisados de

proteinas especificas no sistema imunoldgico e algumas investigacdes examinam
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seu impacto na imunidade inespecifica ou inata (Canovas et al., 2011). A inflamacé&o
€, por sua vez, envolvida na iniciacdo e patogénese de varias doencgas crbnicas.
Portanto, a identificacdo de componentes que possam interferir neste processo e a
possibilidade de formulagdo de alimentos funcionais com CPP produzidos in vitro,
que possam regular processos organicos quando ingeridos diariamente, € altamente
desejavel, podendo ser visto como uma contribuicdo importante na protecéo a saude

e/ou na redugao de doencgas cronicas.

1.2 HIPOTESES

Os caseinofosfopeptideos podem contribuir para com a resposta inflamatéria

nao especifica, bem como apresentam atividades antimicrobiana e antioxidante.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Geral

Produzir, caracterizar e identificar as atividades bioldogicas in vitro dos
caseinofosfopeptideos derivados de caseinato de sddio bovino nas respostas

inflamatéria, antimicrobiana e antioxidante.

1.3.2 Especificos

e Produzir caseinofosfopeptideos a partir do caseinato de sédio do leite bovino;
e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos caseinofosfopeptideos;
¢ Investigar seus efeitos:

o sobre a expresséo das integrinas LFA-1, VLA-4 e VLA-5;

o ha quimiotaxia de granuldcitos;

o na atividade antibacteriana contra patégenos gram-negativos

o ha atividade antioxidante.
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2 REVISAO DA LITERATURA
21 AS PROTEINAS DO LEITE BOVINO COMO FONTE DE PEPTIDEOS
BIOATIVOS

O leite bovino e seus derivados fornecem 30% das proteinas consumidas pela
populacdo, oferecendo grande quantidade de nitrogénio € aminoacidos essenciais
para a nutricao de criancas e adultos (Meisel et al., 1989).

As proteinas do leite bovino podem ser classificadas em quatro grupos, de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas e estruturais: a) caseinas; b)
proteinas do soro; c) proteinas das membranas dos gldébulos de gordura e d)
enzimas de crescimento (Sgarbieri, 2005). Dessas, a caseina € o maior grupo,
constituindo aproximadamente 80% da parte proteica do leite bovino (Antunes, 2003;
Tauzin et al., 2003).

Quase todas as caseinas do leite estdo organizadas em micelas com um
didmetro médio de 120 nm contendo 93% de proteinas e 7% de acidos inorganicos,
principalmente calcio e fosfato (Léonil et al., 2000). Sua principal fun¢éo fisiologica é
manter 0s minerais estaveis para posterior absorcdo (Phadungath, 2005).

As caseinas sdo moléculas eletronegativas que contém fosforo e um grande
numero de aminoacidos, dentre 0s quais 0s mais abundantes s&o o acido glutamico,
a leucina e a prolina. O fésforo esta presente nas moléculas em forma de monoéster
fosforico dos aminoacidos serina e treonina (Veisseyre, 1988; Léonil et al., 2000;
Tauzin et al., 2003).

Existem quatro variaveis genéticas da caseina: a (Como 0g1- € Qgp-), B, Ke Y,
cujas modificacdes na estrutura das cadeias peptidicas sdo minimas, mas produzem
diferencas importantes em suas propriedades (Veisseyre, 1988; Tauzin et al., 2003).

Devido a composicéo e sequéncia de aminoacidos caracteristicos, as caseinas
sd0 moléculas flexiveis com baixissimo grau de estrutura secundaria. Essa
caracteristica estrutural relativamente aberta e flexivel das caseinas deve-se ao
elevado teor de prolina, a qual tem a propriedade de interromper a continuidade da
estrutura secundaria. Em contrapartida, as estruturas terciarias das moléculas de
caseina ainda nao foram suficientemente esclarecidas (Sgarbieri, 2005).

A caseina € uma importante fonte de peptideos bioativos (Pihlanto-Leppéala,

2001; Phelan et al., 2009a) e sua hidrélise pode ser realizada in vitro por meio de
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enzimas (Rossini, 2007) microbianas, animais e vegetais ou, ainda, por fermentacao
de bactérias acido-lacticas (Phelan et al., 2009a).

E reconhecido que peptideos, e ndo apenas aminodcidos, sdo os principais
produtos da digestdo proteica do leite (Arsenio et al., 2010). Torna-se, portanto,
evidente que a considerac&o do valor proteico deve levar em conta a relacéo entre a
estrutura proteica e a composicao dos peptideos liberados durante a digestdo no
trato gastrintestinal (Meisel et al., 1989).

Os peptideos com atividade biolégica, ou peptideos bioativos, podem ser
definidos como uma sequéncia de aminoacidos inativos no interior da proteina
precursora que sdo liberados mediante hidrolise quimica ou enzimatica € passam a
exercer determinadas atividades bioldgicas (Pihlanto-Leppalda, 2001; Miquel et al.,
2005). Geralmente s&o moléculas compostas por trés a vinte aminoacidos liberados
por hidrélise, seja pelo processo industrial de alimentos ou por digestdo
gastrintestinal (Pihlanto-Leppala, 2001).

A base molecular da funcionalidade de proteinas alimentares é relacionada
com seus atributos intrinsecos como tamanho, composicdo e sequéncia de
aminoacidos, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas (Léonil et al., 2000).

Como ilustra o Quadro 1, os peptideos bioativos do leite podem agir no
organismo humano como componentes regulatorios, com capacidade para modular
funcdes fisiologicas especificas seja no trato gastrintestinal ou sistemicamente,

dependendo da composicdo e da sequéncia de aminoacidos.

FUNCAO SISTEMA
Anti-hipertensivo
Antioxidante
Antitrombético Cardiovascular
Hipocolesterolemiante
Respostas vaso-regulatérias
Opibide: Atividade agonista e antagonista Nervoso
Absorcio mineral
Diminuicdo do apetite
Antimicrobiano Gastrintestinal
Aumento do transito intestinal
Atividade antidiarreica
Imunomodulatéria
Citomodulatéria Imunolégico
Antimicrobiano
Performance atlética
Recuperacdo da musculatura
QUADRO 1 - FUNGCOES FISIOLOGICAS DOS PEPTIDEOS BIOATIVOS
DERIVADOS DO LEITE.
FONTE: Adaptado de Korhonen; Pihlanto, 2006; Hartmann; Meisel, 2007; Mills et
al., 2011.

Mdasculo-esquelético
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2.2 CASEINOFOSFOPEPTIDEOS

Os caseinofosfopeptideos (CPP) s&o os peptideos mais importantes liberados
pela hidrélise da caseina (Kruger, 2006). Foram primeiramente citados por Mellander
na década de 50, que os descreveu como peptideos fosforilados derivados da
caseina que aumentavam o0s niveis de vitamina D em criangas com raquitismo
(FitzGerald, 1998; Kruger; Candido, 2009).

Os CPP referem-se, de fato, a peptideos fosforilados, com diferentes pesos
moleculares, ricos em fosforo e serina, formados in vivo e in vitro, quando a caseina
€ degradada (Kitts, 2005; Miquel et al., 2005; Mills et al., 2011). Eles contém, em sua
estrutura primaria, uma sequéncia de aminoacidos carregada negativamente em pH
fisioldgico, constituida por residuos de acido glutdmico e serina fosforilada (Ser(P)-
Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu) que ocorre em 0g¢-caseina, p-caseina € em og-caseina
(Erba; Ciappellano; Testolin 2002; Meisel, et al., 2003; Kitts, 2005).

2.2.1 Obtencéo

Os CPP estédo codificados dentro da sequéncia primaria das caseinas e
devem ser liberados para se tornarem ativos por meio dos seguintes processos:

e Hidrélise in vitro seguida de incubacdo com enzimas proteoliticas de origem
microbiana, mamifera e vegetal ou através de tratamentos quimicos e processos
fisicos como o ultra-som e o microondas. Caseinofosfopeptideos séo
comumente produzidos por acdo da tripsina (Meisel et al., 1989; Clare;
Swaisgood, 2000; Korhonen; Pihlanto, 2006; Gravaghi et al., 2007) seguida de
precipitagéo (Gravaghi et al., 2007), agregacé&o mineral e nova precipitacdo com
solvente (Adamson; Reynolds, 1996; FitzGerald, 1998). Segundo Adamson e
Reynolds (1995), para a obtencdo de fosfopeptideos de caseina contendo
predominantemente o grupo de sequéncia [-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-], o
melhor método é a precipitacéo seletiva com agregacéo de Ca** e etanol em pH
46.

e Hidrdlise por bactérias proteoliticas/peptidicas durante a fabricacdo de leites

fermentados e queijos. Tal hidrolise pode ocorrer também in vivo, pela agao da
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microflora intestinal de mamiferos, incluindo a humana (Korhonen; Pihlanto,

2006).

e Digestédo in vivo através da agdo combinada de hidrolases gastricas e
pancreaticas. Durante o transito gastrintestinal, peptidases séricas e epiteliais
podem mediar, além da degradacéo, o transporte através da mucosa intestinal e
a transferéncia para a corrente sanguinea. Diversos estudos in vivo demonstram
que essas moléculas podem ser detectadas na por¢cdo distal do intestino
delgado apds o0 consumo de leite, leites fermentados, iogurtes e caseina,
demonstrando que os CPP s&o produzidos e resistem a digestdo proteolitica
(Meisel et al., 1989; 2003; Reynolds; Riley; Adamson, 1994. Adamson;
Reynolds, 1996; Chabance et al.,, 1998, Tomé; Debabbi, 1998; Clare;
Swaisgood, 2000; Korhonen; Pihlanto, 2006). Seu tempo de liberagcdo depende
do tempo da digestao da refeicdo, mas geralmente ocorre entre 2 e 5 horas
(Scholz-Ahrens; Schrezenmeir, 2000).

E interessante destacar que, dependendo do tipo de enzima empregada na
hidrolise e as condigbes de processamento, os peptideos obtidos sdo distintos,
assim como sua atividade bioldégica (Wang; Mejia, 2005; Canovas et al., 2011;
Garcia-Nebot et al., 2011).

2.2.2 Caracterizagéo

Além da fungdo alvo, ha a necessidade de caracterizar os hidrolisados
proteicos estabelecendo suas propriedades fisico-quimicas. Para o objetivo de
separacdo, muitos métodos podem ser usados, como a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), eletroforese capilar ou técnicas cromatograficas. Apds a
separacao, peptideos devem ser identificados quanto a composi¢do e sequéncia de
aminoacidos. Para analise de aminoacidos, a cromatografia liquida € o método mais
utilizado, comumente acoplada a um detector de UV convencional e detectores de
fluorescéncia. Para sequenciar aminoacidos, utiliza-se a degradacdo de Edman e a
analise de espectrometria de massas (EM) (Léonil et al., 2000; Miranda et al., 2004).

O recente advento de técnicas de ionizagdo possibilitou a EM a detecgéo e
caracterizacdo de biomoléculas com alta acuracia (0,01%). Em adi¢do, a analise por

EM pode ser ampliada pela fragmentacéo induzida por colisdo como processada
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pelo sistema triplo quadrupolo ou por novas interfaces de design (como fonte
MALDI) para informar sobre o peso molecular, a caracterizacdo estrutural ou
modifica¢cdes quimicamente induzidas (Crotti et al., 2006). A cromatografia liquida e
a EM tém sido particularmente usadas para a caracterizacido de peptideos

alimentares, especialmente de produtos lacteos (Léonil et al., 2000).

2.2.3 Atividades nutricionais e biolégicas de CPP

Caseinofosfopeptideos podem, sob certas circunstancias, exercer efeitos
especificos a saude quando ingeridos como parte de uma dieta lactea (Korhonen;
Pihlanto, 2006)

A relevancia nutricional desses hidrolisados decorre da origem da proteina
(qualidade e quantidade de aminoacidos, sobretudo essenciais), da forma de
hidrélise e da dimenséo da cadeia peptidica. Uma proteina de alta qualidade contém
aminoacidos essenciais em propor¢des similares aquelas necessarias ao ser
humano (Morais et al., 2002).

As principais aplicagbes nutricionais dos hidrolisados proteicos € na reducéo
da alergenicidade ou no aumento da digestibilidade. Para ambas as aplica¢gdes,
pequenos peptideos s&0 necessarios por conterem baixa antigenicidade e serem
mais rapidamente absorvidos no intestino delgado em relagéo a proteinas intactas e
aminoacidos livres (Léonil et al., 2000). Nesse sentido, os hidrolisados proteicos tém
sido amplamente utilizados, especialmente na producdo de alimentos para fins
especiais para diversos grupos populacionais com finalidades terapéuticas
relacionadas a manutencdo do estado nutricional, como por exemplo, de recém-
nascidos prematuros, criangas € adultos com ma absor¢do e com alergia a
proteinas, visto que o decréscimo no tamanho dos peptideos possui relagdo direta
com a diminuicdo da imunogenicidade. Ainda, estes hidrolisados podem ser
benéficos na suplementagdo de idosos, em nutricdo enteral, na nutricdo desportiva e
em dietas para o controle do peso (Morais et al., 2002; Silva et al., 2010).

A literatura descreve muitas atividades biolégicas integradas dos CPP, como
esquematizado na Figura 1. As principais alega¢des das fungbes dos CPP obtidos

por hidrolise triptica do caseinato de sodio s&o as de coadjuvantes no tratamento de
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doencas dentais, na perda de massa éssea e no aumento da absorcdo de minerais,
especialmente do calcio (Meisel; Frister; Sehlimme, 1989), fun¢des essas com direta

relagéo nutricional.

Aumento na
absorcao de
minerais

Acdo
anti-

hipertensiva Atividades

bioloégicas dos
CPP

Modulacdo -
. Acao
dosistema .
. ol antioxidante
imunoldgico

FIGURA 1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
CASEINOFOSFO-PEPTIDEOS (CPP) E SUA
INTERRELAGAO.

FONTE: Meisel; et al. (1989); Clare; Swaisgood
(2000); Oftani et al. (2000); Meisel et al. (2003);
Korhonen; Pihlanto (2006); Kitazawa et al. (2007);
Mora-Gutierrez et al. (2007); Krtger; Candido (2009);
Garcia-Nebot et al. (2011); Mills et al. (2011).

2.2.3.1 Absor¢cao de Minerais

Em relacdo a absor¢cdo de minerais, os CPP apresentam atividade
sequestrante de metais divalentes como o calcio, © manganés e o ferro e, ainda, de
elementos tragcos como o zinco, 0 bario, o cromo, o niquel, 0 cobre e 0 selénio.
Muitos minerais s&o dissociados dos alimentos no pH acido do estdmago e podem,
gradualmente, tornar-se insoluveis no intestino quando o pH se torna alcalino.
Caseinofosfopeptideos possuem a habilidade de formar complexos soluveis com
minerais, especialmente com o calcio, prevenindo sua precipitacdo como fosfato de
calcio (Holt; Wahlgren; Drakenberg, 1996; Miquel et al., 2005; Hartmann; Meisel,
2007). Kitts e Yuan (1992), Tsuchita et al. (1996) e Ferraretto e colaboradores (2001)
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também citam o envolvimento dos CPP no transporte de calcio dentro de varios
tecidos biolégicos, incluindo maior absor¢do através da mucosa intestinal e
aumentando a biodisponibilidade desse ion no leite.

Cosentino e colaboradores (2010) mostraram que CPP enriquecidos com
calcio promovem agregacdo e aumento da absorgcdo mineral pelas células,
indiferente da quantidade de calcio extracelular, indicando que o calcio ligado aos
CPP é responsavel pela bioatividade. Quando utilizaram CPP descalcificados, o
calcio livre disponivel na solugdo também promoveu agregacdo e aumento da
absorcédo intestinal, mas foram dependentes do calcio extracelular. Gravaghi et al.
(2007) estudaram a relagcdo entre a captagdo de calcio em células HT-29 e a
estrutura supramolecular dos CPP e concluiram que estes s&o capazes de agregar-
se a polimeros e favorecer o fluxo extracelular de calcio nessas células. Visto que os
efeitos estimulantes na absor¢do de calcio ndo dependem da vitamina D, é possivel
concluir que os CPP agem por absor¢cdo passiva (Scholz-Ahrens; Schrezenmeir,
2000).

Quando adicionados a alimentac&o, os CPP aumentam a absor¢éo do calcio
intestinal (Ferraretto et al., 2001; Mora-Gutierrez et al., 2007). Contudo, estudos mais
antigos ndo encontraram o0s mesmos resultados. Scholz-Ahrens, Kopra e Barth
(1980), Pointillart, Guéguen (1989) e Brommage, Juillerat e Jost (1991) mostraram
que dietas suplementadas com CPP n&o apresentavam influéncia sobre a absor¢éo
de calcio e sobre a mineralizacdo 6ssea. As controvérsias podem ser derivadas das
diferencas na composi¢ao dos CPP utilizados, aos diferentes modelos experimentais
(animais ou humanos), ao uso de diferentes fontes de CPP (leite, leite fortificado
com calcio, CPP adicionados ao leite) e/ou ainda, as diferentes fontes de sais de
calcio.

O mecanismo pelo qual os CPP exercem seus efeitos sobre o aumento da
biodisponibilidade dos minerais divalentes parece ser devido a presenca de grupos
fosfato provenientes de residuos de serina fosforilada em estreita proximidade com a
cadeia peptidica, criando um dominio polar acido favoravel a absor¢do (Hansen et
al., 1996; Phelan et al., 2009a).

Hansen, Sandstrom e Lonnerdal (1996) relataram que a adi¢do de 14 umol de
CPP.L" em sistema de cultura de células Caco-2 permitiu boa biodisponibilidade de

zinco em dietas com alto teor de fitatos, enquanto que altos niveis (>36 umol de
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CPP.L'1) inibiram a captagdo do zinco. Etcheverry et al. (2004) avaliaram a
biodisponibilidade do zinco de leite humano com CPP, sob uma variedade de sais de
célcio em células Caco-2. Alta captacdo de zinco foi obtida com leite humano
enriquecido com CPP, gluconato e glicerofosfato de calcio em relagdo as outras
formas de caélcio. Esses estudos indicam que o tipo de sal de célcio e a dose de CPP
sao importantes fatores na biodisponibilidade de zinco. Em relacdo ao ferro,
Kibangou et al. (2005) referem que CPP oriundos de fragdes da [B-caseina

aumentam sua absor¢ao, ao contrario dos CPP da as-caseina.

2.2.3.2 Calcificagao bssea

Na calcificacéo dssea, estudos mostram que os CPP modulam a proliferagéo
e a diferenciacdo de células osteoblasticas, além de favorecem o depdsito de calcio
na matriz extracelular (MEC), sendo, portanto, articuladores da atividade celular
ossea (Donida et al., 2009; Cosentino et al., 2010; Tulipano et al., 2010). Scholz-
Ahrens e Schrezenmeir (2000) concluiram que os CPP também podem suprimir a
reabsorcdo 6ssea, além de estimular sua mineralizagcdo. Assim, esses peptideos
podem ser empregados como produtos coadjuvantes no tratamento de doencas

como a osteopenia e a osteoporose.
2.2.3.3 Efeitos anticariogénicos

Os CPP s&o citados por melhorar a saude oral, notavelmente pelo seu papel
na promog¢ao da remineralizagcdo do esmalte dentario (Korhonen; Pihlanto, 2006;
Hartmann; Meisel, 2007) e aumentar a atividade do fldor, evitando assim, ©
aparecimento de caries (Llena; Forner; Baca, 2009; Bhat et al., 2012).

Kanekanian et al. (2008) referem que os CPP protegem contra a eroséo
dental em situacdes de pH na faixa de 2,5-4,5, provavelmente por formarem um
revestimento sobre as superficies minerais, protegendo-as da eroséo.

O mecanismo proposto para o efeito antiocariogénico € devido aos CPP
concentrarem fosfato de calcio amorfo na placa dental, 0 qual atuaria como um

tampao de ions calcio e fosfato livres, evitando a desmineralizacdo do esmalte



30

dentario pelo acido oriundo da placa bacteriana (Adamson; Reynolds, 1996;
Ferrazzano et al., 2012).

Com os recentes desenvolvimentos nos tratamentos minimamente invasivos,
o0 interesse em agentes remineralizantes como os CPP estdo se tornando
promissores na Odontologia. Como consequéncia, CPP tém sido desenvolvidos
comercialmente como ingredientes naturais oriundos de proteinas lacteas, e
adicionados a produtos de higiene oral. Embora ndo disponivel no mercado
nacional, comercialmente ja € possivel encontrar pastas dentais, gomas de mascar e
enxaguantes bucais, inclusive produtos profissionais, enriquecidos com CPP, além
de géneros alimenticios (Cross; Hug; Reynolds, 2007, Mills et al, 2011,
Nongonierma; FitzGerald, 2012).

2.2.3.4 Atividade antioxidante

Estudos recentes tém demonstrado que peptideos antioxidantes podem ser
liberados pela hidrolise da caseina por digestdo enzimatica e por fermentagao acido-
latica. A maioria dos peptideos identificados sdo derivados da as-caseina e
apresentam atividade anti radical livre inibindo a peroxidacdo lipidica por
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Os mecanismos enzimaticos envolvem
o sistema de defesa e incluem as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (PGx), as quais funcionam como antioxidantes
preventivos, interceptando espécies oxidativas antes do dano ocorrer. Mecanismos
nao enzimaticos incluem elementos trago, coenzimas e co-fatores (Power; Jakeman;
FitzGerald, 2013).

Segundo Garcia-Nebot e colaboradores (2011), os CPP protegem as células
contra danos oxidativos, preservando a viabilidade celular, aumentando o conteudo
de glutationa (GSH), induzindo a atividade da CAT, diminuindo a peroxidagéo
lipidica e mantendo uma correta progressdo do ciclo celular. No entanto, nao
exercem protecdo em nivel mitocondrial, o que implica um efeito parcial e sitio-
especifico.

CPP também s&o referidos por apresentarem habilidade de sequestrar

radicais livres, bem como quelar metais de transicdo como calcio, ferro, cobre e
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zinco (Kim; Jang; Kim, 2007). Ha dados que sugerem o uso de CPP na prevencéo
de dano oxidativo em alimentos carneos (Diaz, Decker, 2004; Sakanaka et al,
2005).

A capacidade antioxidante de CPP contra radicais livres tem correlagéo
positiva com o0 conteudo de histidina, lisina, prolina e tirosina (Kim; Jang; Kim, 2007;
Power; Jakeman; FitzGerald, 2013). Desta forma, podem ser usados como
ingredientes de alimentos funcionais e na prevencdo da rancificagcdo de alimentos

sem inferir em outros parametros de qualidade (Phelan et al., 2009a).

2.2.3.5 Efeitos sobre a pressao arterial

Recentemente muitas evidéncias cientificas sobre peptideos inibidores da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) tém surgido, principalmente devido a
prevaléncia e a importancia da hipertens&o arterial na populagéo ocidental. A ECA é
uma enzima que cataliza a conversao da Angiotensina | em Angiotensina Il, a qual
tem acdo vasoconstritora e estimula a secrecdo de aldosterona, hormonio
responsavel pela inducdo da excrecéo de potassio, pela retencéo de sddio e agua e
por neutralizar a producéo de renina, a qual libera Angiotensina |. Este sistema € o
mais importante entre os diferentes mecanismos vasoconstritores e vasodilatadores
envolvidos na regulagéo da presséao sanguinea (Canovas et al., 2011).

Contreras e colaboradores (2009; 2011) demonstraram que peptideos
derivados da caseina apresentam atividade anti-hipertensiva em animais. Postula-
se que os peptideos anti-hipertensivos podem nao ser absorvidos no trato intestinal,
exercendo fungdo no lumen intestinal mediante interacdo com receptores que se
encontram na parede no intestino (Canovas et al., 2011). Entretanto, muitos estudos
utilizam hidrolisados de caseina para avaliar a atividade anti-hipertensiva, porém
nem sempre os caracterizam como CPP (FitzGerald; Meisel, 2000; Minervini et al.,
2003; Contreras et al., 2009; 2011).
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2.2.3.6 Modulagao do sistema imunologico

Dentre os efeitos citomodulatérios citados na literatura, os CPP demonstraram
inibir a proliferagdo de células cancerigenas, estimulam a atividade de células
imunocompetentes e, também, de células intestinais de neonatos (Meisel; Frister;
Sehlimme, 1989; Meisel; FitzGerald, 2003). Hartmann e Meisel (2002; 2004) citam
que os CPP n&o apresentam efeitos adversos em termos de citotoxicidade e néao
interferem na diferenciagao celular ou na integridade de células intestinais humanas.

Kitts e Nakamura (2006) mostraram que apenas um dos CPP produzidos a
partir da caseina (CPPs-lll) estimulou a indug&o de interleucina 6 (IL-6) em células
Int-40. Em células Caco-2, esses CPP aumentaram a expressao de IL-6 e o fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (Kawahara; Otani, 2004). Consequentemente, é
esperado que CPP ingeridos oralmente aumentem a resposta imunoldgica via
regulacio dos niveis de IL-6 das células epiteliais intestinais.

Otani, Nakano e Kawahara (2003) sugerem que CPP adicionados a dieta
podem proteger 0 hospedeiro contra microrganismos patogénicos por aumentarem
0s niveis séricos de IgA, IL-5 e IL-6. Ainda, sugerem seu uso em dietas enterais
imunomodulatorias, a fim de aumentar a resposta do hospedeiro via IgA. Este relato
contrasta com o de Stuknyte et al. (2011), pois esses autores ndo encontraram
atividade imunomodulatéria com hidrolisados de caseina, contudo, eles né&o
caracterizam seus hidrolisados como CPP.

Mesmo com o fato de que tenham sido descritos ha mais de 50 anos, os CPP
ainda nao foram bem caracterizados quanto ao seu potencial como um ingrediente
ou um alimento funcional para o consumo humano e poucas informacfes estéo
disponiveis em relagdo ao consumo de CPP e a resposta do sistema imunoldgico
inato em humanos.

Assim, o conhecimento das atividades bioldgicas dos CPP produzidos in vitro
se torna importante, pois podera levar ao desenvolvimento de novos produtos
reguladores do sistema imunologico, auxiliando a defesa do hospedeiro contra

inflamacgdes e infecgdes.
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2.2.4 Utilizagéo de caseinofosfopeptideos como alimentos funcionais

A expressao “alimentos funcionais” foi inicialmente proposta pelo governo
japonés, em meados da década de 80, como resultado de esfor¢os para o
desenvolvimento de alimentos que possibilitassem a redu¢&o dos gastos com saude
publica, considerando-se a elevada expectativa de vida naquele pais (Costa; Rosa,
2010).

Alimentos funcionais foram, entdo, definidos como alimentos processados,
similares em aparéncia aos alimentos convencionais, usados como parte de uma
dieta normal e que, além de suas func¢des basicas nutricionais, comprovadamente
trazem beneficios fisiologicos e/ou reduzem o risco de doengas cronicas. Séo
conhecidos como alimentos para uso especifico de saude (FOSHU, do inglés, foods
for specified health use). Esse principio foi logo adotado mundialmente, mas as
denominagbes das alegacbes ou claims, bem como os critérios para sua aprovagao
variam de acordo com a regulamentacdo de cada pais ou de blocos econdmicos
(Hasler, 2002).

No Brasil, a legislacdo atual ndo define “alimento funcional’, mas define
alegacdo de propriedade funcional, relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico, e
alegacdo de propriedade de saude, a qual afirma ou sugere a relagido entre o
alimento ou ingrediente com doenga ou condicao relacionada a saude (Brasil, 1999).

Os potenciais beneficios a saude pelos CPP tém sido objeto de crescente
interesse comercial no contexto de alimentos funcionais promotores de saude.
Alguns peptideos bioativos ndo sé&o liberados sob condic¢des fisioldgicas in vivo e em
quantidades satisfatérias, mas podem ser produzidos industrialmente e utilizados
como ingredientes em alimentos funcionais (Meisel, Bockelmann, 1999), como
acontece em paises como os Estados Unidos, a Holanda e o Japédo, que os
empregam nas industrias de alimentos e farmacéutica. Caseinofosfopeptideos
podem ser incorporados na forma de ingredientes em alimentos funcionais,
suplementos alimentares e até mesmo produtos farmacéuticos com o objetivo de
oferecer beneficios de saude especificos. O Quadro 2 ilustra a aplicacdo de
peptideos do leite, bem como de CPP pela industria de alimentos. Essa tendéncia
devera continuar com o0 aumento do conhecimento sobre as funcionalidades dos

peptideos.
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QUADRO 2 - PEPTIDEOS BIOATIVOS DERIVADOS DO LEITE DISPONIVEIS

COMERCIALMENTE COMO INGREDIENTES E ALIMENTOS FUNCIONAIS.
FONTE: Mills et al. (2011).
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Atualmente, esta abordagem ¢€ direcionada para grupos-alvo, mas acabara por

abordar individuos,

introduzindo o0 novo conceito de “nutricdo personalizada”

(Korhonen; Pihlanto, 2006). Muitas questbes cientificas, tecnologicas e regulatérias
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devem, contudo, ser resolvidas antes que essas substancias possam ser
aproveitadas para esse fim.

De acordo com o exposto, estudos sobre as atividades biolégicas dos CPP
sdo0 importantes, a fim de utiliza-los como promotores de saude, além de serem
empregados como alimentos funcionais, beneficiando a seguranga alimentar e

nutricional da populagéo e possibilitando a redugédo de gastos com saude publica.

2.3 MECANISMOS DE DEFESA

2.3.1 Inflamagéao e resposta inflamatéria

Todos os organismos vivos, desde os procariontes até 0 homem, apresentam
mecanismos adaptativos para contrapor estimulos invasivos a fim de manter o
equilibrio homeostatico do organismo. Esses mecanismos incluem alteracdes
biogquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas que, coletivamente, caracterizam a
inflamacgao (Voltarelli, 1994).

O termo ‘“inflamac&o” deriva do latim inflammare, ou inflamar, e significa
converter-se em chamas, acender ou fazer arder. E definida como a reacdo de
defesa local dos tecidos vascularizados a agressdo e ocorre como resposta
inespecifica, caracterizada por uma série de alteragdes que tendem a limitar os
efeitos da agressao, eliminando o agente irritante e reparando o tecido circundante
(Greig; Kennedy; Spickett, 2012).

Dentre os sinais cardinais caracteristicos da inflamagao, rubor e calor resultam
do aumento da circulagdo na area inflamada. O tumor aparece como consequéncia
do aumento local do liquido intersticial (edema) e a dor, do acumulo, no local, de
substancias biologicas que atuam sobre as terminacdes nervosas. A perda da
funcdo € decorrente de varios fatores, especialmente edema e dor (Voltarelli, 1994).

No processo de inflamagao, as células de defesa do hospedeiro, juntamente
com as proteinas plasmaticas e os mediadores quimicos, dirigem-se ao local da
infecg@o ou da lesdo tecidual (Koh; Dipietro, 2011). Sucede, entdo, vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade vascular, permitindo a entrada de leucocitos e de

proteinas plasmaticas no local da agressao (Balbino; Pereira; Curi, 2005).
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Os leucdcitos, células especializadas na defesa do organismo, séo recrutados
do lumen vascular para o espaco extravascular. A sequéncia dos eventos do

recrutamento dos leucécitos, ilustrados na Figura 2, consiste em:
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FIGURA 2 - EVENTOS LEUCOCITARIOS NA INFLAMAGAO. Durante o
processo inflamatorio, os leucécitos sdo atraidos para a area da lesdo por
meio de citocinas pré-inflamatoérias liberadas localmente. Primeiramente,
rolam e aderem-se transitoriamente ao endotélio vascular, ocorrendo,
entdo, a diapedese; em seguida, migram em direcdo ao local da leséo,
onde exercem suas atividades de eliminagdo do agente causal e cooperam
na reparacéo do tecido lesado. FONTE: Adaptado de LEY, [S.d.].

(a) marginacéo, aderéncia ao endotélio e rolagem ao longo da parede do vaso; (b)
aderéncia firme e transitéria ao endotélio e transmigracido entre as células
endoteliais e (¢) migracao para os tecidos intersticiais, em direcdo a um gradiente
quimico (Balbino; Pereira; Curi, 2005).

Na marginacdo leucocitaria (a), o primeiro passo em consequéncia das
alteracdes do fluxo sanguineo nas areas inflamadas, os leucécitos se acumulam na
periferia dos vasos e, subsequentemente, rolam na superficie endotelial, aderindo
transitoriamente e, posteriormente, firmemente (b) as superficies endoteliais. A

diapedese ocorre em seguida, com a migracdo dos leucocitos pela parede do vaso,



37

orientada pelas quimiocinas, as quais estimulam a movimentac&o dos leucdcitos em
direcdo a gradientes quimicos.

Apds a passagem pelo endotélio, os leucocitos secretam colagenases que
degradam focalmente a membrana basal dos vasos, atravessando-a. Ocorre, entéo,
a migracdo dos leucocitos granulécitos (GNC), compreendendo neutréfilos,
eosinofilos e basdfilos, (¢) em diregdo ao local da leséo ou infec¢do, ao longo de um
gradiente quimico (quimiotaxia) (Balbino; Pereira; Curi, 2005; Ley et al., 2007).

O processo de inflamag&o envolve diversos sistemas como o da cascata de
coagulacdo e o das cininas, o sistema complemento, bem como respostas
imunoldgicas celulares mediadas por diversos fatores como interferons, interleucinas
e imunoglobulinas. Todos estes sistemas estdo interligados com o objetivo de
proteger 0 organismo contra a invasao de um agente estranho.

Diversos mediadores quimicos participam destas respostas, destacando-se as
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, bradicinina e histamina, além de
diversos outros mediadores, como as IL-1, 6, -8 e o TNF-a (Mendon¢a; Coutinho-
Netto, 2009; Turk, 1994).

Uma vez que tenham sido recrutados para os locais da infecgdo ou necrose
tecidual, os leucécitos devem ser ativados para exercerem suas funcbes. Essas
células expressam em sua superficie, diferentes classes de receptores que
reconhecem o estimulo externo e liberam os sinais ativadores. Esses incluem os
receptores semelhantes a Toll, que reconhecem nado sé a endotoxina bacteriana
LPS, mas muitos outros produtos bacterianos e virais como, por exemplo, 0s
receptores transmembrana acoplados a proteina G-7, que reconhecem certos
peptideos bacterianos contendo residuos de formil-metil-leucil-fenilalanina (AVILP),
mediadores produzidos em resposta a microrganismos, e outras familias de
receptores (Grote; Schutt; Schieffer, 2011; Jinushi, 2012; Rigby; DelLeo, 2012).

A ativacdo de um receptor direciona 0 comportamento celular e culmina no
desencadeamento de diversas atividades celulares, como a mobilizagédo de Ca*
intracelular, rearranjo do citoesqueleto, exocitose, inducdo da expressao de
receptores de superficie, mudancas na adeséo e agregacao, inducido da produgao
de superdxidos, aumento da atividade metabdlica e quimiotaxia, dentre outras
(Rigby; DelLeo, 2012).
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A caracteristica basica de um infiltrado inflamatério na fase aguda consiste na
predominancia de leucécitos polimorfonucleares tipo neutréfilo, os quais apresentam
vida média circulante de 6 a 10 horas. O pioneirismo e a predominancia dos
neutrofilos ocorrem em razédo de seu maior numero dentre os leucécitos circulantes
(55 a 65%) e, também, pela sua maior responsividade e agilidade de movimentagao
frente a fatores quimiotaticos (Rigby; DelLeo, 2012). Apds 8 a 12horas, os mondcitos
podem ser detectados, mas sua presenga nao interfere na caracteristica celular do
infiltrado inflamatério agudo, assim como a chegada de linfécitos algumas horas
depois da agressao (Lingen, 2001). Portanto, o tipo de leucocito imigrante varia com
o tempo da resposta inflamatéria e com o tipo de estimulo.

Uma das principais fun¢des dos neutréfilos e dos macréfagos é a fagocitose.
Atraidos para o foco inflamatério, esses fagdcitos procuram englobar os agentes da
agressdo ou outras estruturas andmalas ali encontradas (Lingen, 2001; Balbino;
Pereira; Curi, 2005).

A intensidade e a evolugdo de um processo inflamatorio serdo determinadas
por varios fatores relacionados ao tipo do agente agressor, tecido onde o0 processo
estd se desenvolvendo e as condicbes gerais do hospedeiro. A resisténcia e a
persisténcia do agente agressor induzirdo modificagdes de intensidade e
caracteristicas de inflamac&o estabelecendo-se a cronificacdo (Grote; Schutt;
Schieffer, 2011).

A inflamacdo crbénica é definida por uma maior infiltragdo de células
mononucleares (MNC), abrangendo macréfagos, linfécitos e plasmécitos, como
representacio do dano tecidual perseverante. Dentre essas células, ressaltam-se os
macrofagos com papel relevante, comparavel ao desempenhado pelos neutréfilos na
reagado aguda (Cotran; Kumar; Robbins, 1994).

Em comparacdo ao tempo de vida média de 24horas para os mondcitos, 0s
macrofagos permanecem por varios meses, durante os quais, ao responderem a
varios estimulos, especialmente de citocinas, tornam-se ativados e capazes de
exercer inumeras fungdes, como proliferacdo, sintese, armazenamento e secre¢ao
de moléculas biologicamente ativas (enzimas proteoliticas, componentes do sistema
complemento, fibronectina, fatores de coagulacdo, prostaglandinas, fatores de
crescimento, citocinas, etc), operam como células apresentadoras de antigenos para

linfécitos, consistindo assim, como coadjuvantes indispensaveis na resposta
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imunitaria, gerando reagentes metabdlitos do oxigénio e outras moléculas
importantes para a eliminagdo de microorganismos, além de atuarem nos processos
de reparo e regeneracao tecidual (Cotran; Kumar; Robins., 1994; Butler; Harty, 2010)

Da mesma forma como ocorre com o0s neutréfilos, mondcitos s&o
constantemente conscritos da circulagdo por atenderem prontamente aos estimulos
recebidos. Em compensacdo, todas as células implicadas nos mecanismos de
defesa realizam, com aptiddo, suas atribuicées, amplificando o quadro inespecifico

de uma resposta inflamatéria persistente.

2.3.1.1 Adeséo celular

A maioria das fungdes leucocitarias dependem da adeséo celular (Gahmberg et
al., 1999), ndo apenas para 0 controle da permeabilidade vascular, mas também
para as propriedades intracelulares de sinalizagdo. Este processo de adesdo € uma
caracteristica primordial da arquitetura de diversos tecidos e ocorre na morfogénese,
no crescimento, na organizagao e estabilidade teciduais, na inflamagé&o, na resposta
do hospedeiro a infecgdes e injurias, na cicatrizagdo e na resposta imunocelular
(Bevilacqua et al., 1994; Golias et al., 2007; Gomes; Neto; Bispo, 2009; Maitre;
Heisenberg, 2011).

Organismos multicelulares possuem diferentes tecidos constituidos por células
que estdo em intimo contato com uma rede complexa de macromoléculas, a MEC, a
qual pode modular fungdes celulares (Muth et al., 2013), uma vez que proporciona
suporte estrutural e mecanico para as células e tecidos, bem como, ligar-se a
receptores transmembrana a fim de fornecer coordenac&o espacial sobre os
processos de sinalizagdo e oportunizar a adeséo célula-MEC. A capacidade das
células para detectar a quimica, a mecéanica e as caracteristicas topograficas da
MEC Ihes permite integrar a informagéo com o complexo multiparamétrico em uma
resposta coerente com o microambiente envolvente (Byron; Humphries; Humphries,
2013).

A MEC constitui-se de uma combinagdo de varios tipos de proteinas e
carboidratos de acordo com o tecido, tais como colagenos, fibronectina, lamininas,

vitronectina, dentre outras, que possuem multiplos sitios de interagdo (ou dominios),
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sendo cada um especifico para 0 acoplamento com outras moléculas da matriz ou
com receptores circulantes ou presentes na superficie das células. As interacdes
entre esse complexo proteico e fibroso, proteinas soluveis e receptores de superficie
influenciam muitas propriedades das células, incluindo migracéo, proliferacao,
estagios de diferenciacao e apoptose (Pereira et al., 2005).

Varias moléculas de adesdo (MA) sido necessarias para esse processo
(Gahmberg et al., 1999). As MA envolvidas na cascata de adeséo celular leucocitaria
sdo0 glicoproteinas presentes nos leucdcitos em vesiculas intracelulares e na
superficie celular, e tém como funcdo a ades&o, o reconhecimento, a interacdo
célula-célula, a coordenagédo da comunicagao entre células e a MEC, o recrutamento
e a migracao seletiva de células inflamatorias dos vasos sanguineos até o local da
inflamacdo. Agem por meio de transduc&o de informacéo extracelular em organelas
citoplasmaticas, o que resulta na ativagdo de células e producéo de citocinas, tendo
participacado essencial na regulacédo da inflamagao e da resposta imunitaria (Bittar et
al., 1999; Tanaka, 2001; Greig; Kennedy; Spickett, 2012).

As MA estdo agrupadas em quatro superfamilias, dependendo de suas
caracteristicas moleculares, como a superfamilia das imunoglobulinas, a das
selectinas, a das integrinas e as caderinas (Ley et al., 2007).

As MA da familia das selectinas sdo as responsaveis pelo inicio do processo
de adesdo celular, com adesbes fracas e transitérias, embora as integrinas a4
também possam mediar o rolamento (Kunkel, Ley, 1996; Balbino; Pereira; Curi,
2005). Os trés membros da familia das selectinas s&o a E-, P- e L-selectina, as quais
acoplam-se a oligossacarideos ligados as glicoproteinas em varias células. Elas séo
hiperreguladas apos estimulagdo por mediadores especificos, como a histamina ou a
trombina para a P-selectina, e mediadores inflamatérios como a IL-1 e o TNF para a
E-selectina (Voltarelli, 1994; Ley, 2003).

A segunda maior classe de MA compreende a superfamilia das
imunoglobulinas. Alguns membros desta familia participam da adesao leucocitaria,
principalmente por interagir com as integrinas. Destacam-se a VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule-1, também conhecida como CD54), a ICAM-1 (Intercellular
Cell Adhesion Molecule-1) (Autio; Jalkanen; Roivainen, 2013) e a ICAM-3
(Intercellular Cell Adhesion Molecule-3) (Golias et al., 2007), as quais servem como
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ligantes de superficie para as integrinas LFA-1 (Lymphocyte Function Antigen-1) e
VLA-4 (Very Late Activation Antigen-4) (Autio; Jalkanen; Roivainen, 2013).

A ICAM-1 é basalmente expressa em muitos tipos de células, mas a sua
expressao é regulada pelas células endoteliais que exibem heterogeneidade notavel
entre os leitos vasculares. Os ligantes mais importantes para a ICAM-1 sdo as
integrinas LFA-1 (também conhecida como CD11a/CD18 ou a32) e Mact
(CD11b/CD18), expressas em leucdcitos. Citocinas inflamatérias aumentam a
expresséo de ICAM-1 em células endoteliais e ativam as integrinas leucocitarias
LFA-1 e Mac-1, deste modo, ICAM-1 medeia a adesio celular em leucécitos, etapa
necessaria para a migracao de leucécitos para o local da inflamacgéo (Golias et al.,
2007). A ICAM-1 é, provavelmente, o maior ligante para as integrinas (Gahmberg et
al., 1999).

A ICAM-3 também é considerada um ligante para a integrina LFA-1. E
normalmente expressa em niveis elevados em todos 0s leucocitos em repouso, tais
como mondcitos, linfécitos e neutréfilos, assim como células apresentadoras de
antigenos. O seu papel ainda ndo € bem estabelecido, mas presume-se que aja na
cascata de ativagdo da resposta imunitaria, adesao celular e transdu¢ado de sinal por
aumentar a ades&o através das a e B integrinas (Golias et al., 2007). Contudo,
parece ser mais importante como um componente de sinalizagdo celular (Gahmberg
et al., 1999).

A VCAM-1 apresenta baixa ou insignificante expressdo em células endoteliais
nao estimuladas, mas € ativada por citocinas e mediadores inflamatérios, tais como
IL-1, IL-4, CD44, TNF e IFN-Y. Sua maior fixagdo ocorre através do ligante VLA-4
(Golias et al., 2007).

A etapa de adeséo firme e duradoura € mediada pelas integrinas com interacéo
a superfamilia das imunoglobulinas. As integrinas sdo glicoproteinas heterodiméricas
transmembrana, de cadeias a e B (Bittar et al., 1999; Balbino; Pereira; Curi, 2005)
com 120-170 kDa e 90-100 kDa de tamanho, respectivamente. Contém sitios de
ligacdo para os cations divalentes Mg2+ e Ca®", necessarios para a sua fungéo
adesiva (Ley et al., 2007). S&o descritas vinte e quatro subunidades a e nove
subunidades B, com um segmento transmembranico hidrofébico uUnico, com
especificidade para interagbes e ligacbes com componentes da MEC e ligantes de

superficie celular, formando 25 subunidades ap (Bittar et al., 1999; van der Flier,
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Sonnenberg, 2001; Pereira et al., 2005; Li et al., 2009). Esta ampla gama de
subunidades contribui para a diversidade no reconhecimento do ligante, ligacdo com
os componentes do citoesqueleto e acoplamento dos caminhos de sinalizac&o (Luo;
Carman; Springer, 2007).

E pertinente destacar que cada receptor a8 reconhece um ou mais ligantes e a
especificidade de ligacdo de um determinado receptor pode ser afetada pelo
ambiente ou pelo estado de ativacdo. Desta maneira, a expressao de uma integrina
n&o implica necessariamente em um papel funcional na ades&o. Muitas vezes, elas
precisam ser ativadas por mediadores soluveis, como horménios, citocinas ou por
componentes proteicos da MEC (Hynes, 1992; Springer, 1994; Lampugnani; Dejana,
1997) para, entdo, aumentar sua afinidade e interagir com o ligante.

Na interagé@o entre as proteinas da MEC, mais especificamente a fibronectina e
a vitronectina, com as integrinas, a sequéncia proteica Arginina-Glicina-Asparagina
(RGD) acopla-se as moléculas osBs, asB1 (VLA-5, Very Late Activation Antigen-5;
CD49%e), aupPBs, ovBs, a3B1 € a sequéncia acido glutdmico-isoleucina-leucina-
asparagina-valina (EILDV) interage especificamente com a integrina a431 (VLA-4;
CD49d/CD29), bem como a sequéncia leucina-acido-aspartico-valina (LDV) (Yusuf-
Makagiansar et al., 2002). A integrina VLA-4 € um receptor de superficie celular para
a fibronectina e para VCAM-1 (Garmy-Susini et al., 2010). Lamininas e colagenos
também contém sequéncias RGD, mas essas normalmente estdo encriptadas e
inacessiveis (van der Flier; Sonnenberg, 2001).

As integrinas 1, também conhecidas como VLA (Very Late Activation
Antigens), contém seis cadeias a diferentes (VLA-1 a VLA-6) associadas com uma
cadeia B comum que funcionam como receptores para proteinas da MEC como a
fibronectina, o colageno e a laminina. Entre as diferentes cadeias, VLA-4 € a
principal molécula envolvida na adesdo leucocitaria ao endotélio. E expressa em
linfécitos n&o ativados, em mondcitos, bem como em linhagens celulares B e T.
Ligantes para VLA-4 incluem, principalmente, a VCAM-1 e fibronectina da MEC via
EILDV (Laffén et al., 1991; Carlos; Harlan; 1994). Do mesmo modo, VLA-5 € o maior
receptor celular para a fibronectina. Sua interacdo ocorre usando o sitio RGD
descrito anteriormente (Nagae et al., 2012). Como func¢do, € fundamental para o

desenvolvimento dos mamiferos e sua deficiéncia resulta em letalidade embrionaria
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precoce (Takagi et al., 2003). Sun, Pitson e Bonder (2010) demonstraram que o TNF
ativa a integrina VLA-5 sem alterar seus niveis de expressao.

Conforme demonstrado, no desenvolvimento de inflamag&o o processo de
recrutamento de leucdcitos € altamente regulado pela expressdo sequencial e
ativacido de MA especificas na superficie dos leucécitos e das células endoteliais.
Entretanto, ndo se tem conhecimento até o momento, de estudos correlacionando
CPP com a expressado de MA em leucécitos periféricos e a sua fungéo adesiva.
Dessa forma, tornou-se alvo de nosso interesse investigar o efeito de CPP nos
niveis de expressdo de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 em diferentes populacbes de

leucécitos obtidos de sangue periférico de individuos saudaveis.

2.3.1.2 Quimiotaxia

O termo quimiotaxia foi introduzido por Wilhelm Friedrich Phillip Pfeffer, em
1884, que o descreveu como a migracéo direcional dos leucocitos ao longo de um
gradiente (Wilkinson; Haston, 1988; Wilkinson, 1998). Esta migrac&o, assim como a
adesdo, em muitos eventos biolégicos, como na embriogénese, no desenvolvimento
da resposta imunolégica, na cicatrizacdo de feridas, na inflamacédo e na infecgcéo
(Snyderman; Goetzl, 1981; Byrne; Cave; McElwain, 1998; Chung; Funamoto; Firtel,
2001; Jin; Hereld, 2006; Kim; Peyton, 2011).

O movimento celular direcional a favor (quimiotaxia positiva) ou contra
(quimiotaxia negativa) um gradiente quimico € comum a varias c€lulas eucaribticas
e, no caso particular dos leucdcitos, € o mecanismo pelo qual essas células se
acumulam no sitio inflamatério (Wilkinson, 1996).

O movimento celular direcional envolve a polimerizagdo de actina filamentosa
diferencial de uma célula, levando a protusdo da superficie da membrana. Em
seguida, ha contracdo posterior da célula mediada pela miosina Il, que resulta na
formacédo de pseudodpodes, impulsionando a célula para frente. Os membros da
familia Rho (Rho-GTPases) e proteinas G s&o reguladores chave do citoesqueleto
da actina e miosina Il e encontram-se acoplados nas células para deteccdo dos

quimioatraentes (Chung; Funamoto; Firtel, 2001; Kim; Peyton, 2011).
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Esse movimento celular requer uma polaridade celular definida em que os
componentes do citoesqueleto sdo diferencialmente localizados em dois pdlos da
célula (Chung; Funamoto; Firtel, 2001; Kim; Peyton; 2011). A direcdo desse
movimento € especificada pela alta densidade de interagbes entre um ligante
quimiotatico e o seu receptor na margem dianteira da célula, enquanto a forca
contratii na cauda da célula permite a migracdo celular (Kim; Peyton, 2011;
Theveneau et al., 2010). Um modelo de polarizagédo de células na quimiotaxia &

apresentado na Figura 3.

(@) (b)
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FIGURA 3 - MODELO DE QUIMIOTAXIA DE CELULAS
POLARIZADAS PARA UM FORTE ESTIMULO DIRECIONAL. Células
polarizadas apresentam uma localizagdo diferencial de F-actina e
miosina Il (a); Células atraidas por quimioatraentes e movimentacao até
um gradiente de concentracdo quimioatraente (b). F-actina: actina
filamentosa. FONTE: adaptado de Chung; Funamoto; Firtel (2001).

Substancias quimioatraentes estabilizam saliéncias na frente das células,
criando uma assimetria e levando a migracéo direcional do grupo celular (Theveneau
et al., 2010).

O sinal quimiotatico liberado dessa interacédo é o adenosina 3, 5’-monofosfato
ciclico (AMPc), mensageiro intermediario que ativa vias especificas com
consequente aumento da polimerizagao de actina na linha de frente, em direc&o ao
sinal. Na sua forma molecular monomérica, a actina é soluvel, mas quando
polimerizada produz filamentos insoluveis de consideravel forca mecanica. As

miosinas interagem com filamentos de actina e convertem a energia quimica do
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trifosfato de adenosina (ATP) em trabalho mecanico, resultando na tragdo e
movimento celulares (Chung; Funamoto; Firtel, 2001).

Quimioatratores ou fatores quimiotaticos sdo moléculas geralmente pequenas,
soluveis em &agua, que funcionam como ligantes para receptores de superficie
celular, ativando vias de sinalizacdo e levando a montagem localizada de actina
filamentosa (F-actina). Agem de duas maneiras distintas: ou aumentam o movimento
aleatério de células (quimiocinese) ou induzem o movimento celular polarizado em
direcdo a um gradiente quimico (quimiotaxia) (Byrne; Cave; McElwain, 1998; Chung;
Funamoto; Firtel, 2001).

Substéncias exdgenas e endogenas podem atuar como fatores quimiotaticos
para os leucdcitos e incluem produtos bacterianos, particularmente os peptideos f-
MLP, a caseina, as citocinas, especialmente as pertencentes a familia das
quimiocinas (IL-8, TNF-a, IFN-Y); componentes do sistema complemento, em
particular o C5a, e produtos da via da lipoxigenase do metabolismo do acido
araquiddnico, como o leucotrieno B4 (LTB4) e o fator de ativacéo plaquetario (PAF).
A infiltragdo de leucécitos no local de lesdo ou infeccao resulta de acdes das varias
combinagdes de mediadores (Jin; Hereld, 2006).

Ensaios in vitro para o estudo de quimiotaxia foram desenvolvidos nas ultimas
trés décadas, comecando com simples estudos de migragdo celular em superficies
de vidro na presenca de fatores soluveis. A migragdo em Camaras de Boyden foi o
mais notavel avan¢co em ferramentas desenvolvidas para o estudo de fatores
quimioatratores, onde a invasdo celular € mensurada através de uma matriz porosa
para um fator quimioatrator (Boyden, 1962). Nenhuma degradacdo da matriz é
necessaria para a invasao, mas o tamanho dos poros da matriz podem variar para
avaliar o efeito de barreira estérica (Kim; Peyton, 2011).

Os neutrdfilos, devido ao seu nucleo polilobulado, ultrapassam poros de 5 um
de didmetro, muito menores que o seu tamanho, portanto, possuem a habilidade de
se comprimir e passar através do pavimento de células endoteliais (diapedese) e
continuar migrando em direcdo ao foco inflamatoério pelo processo de quimiotaxia,
rearranjam seu citoesqueleto e fagocitam microorganismos (Chung; Funamoto;
Firtel, 2001). Além disso, frequentemente ocorre degranulagédo e ativacdo da fosfato
de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase, gerando metabdlicos

toxicos do oxigénio (Bokoch, 1995).
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Assim como né&o ha relatos da influéncia de CPP na fung&o adesiva, foi nosso
interesse estudar os efeitos que os CPP poderiam exercer sobre a atividade
quimiotatica de granulécitos periféricos humanos, no sentido de serem moduladores

da resposta inflamatoéria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SOLUCOES

Os sais e reagentes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia Merck ou Sigma,
salvo indicac&o contraria. Para o preparo das solugdes, utilizou-se agua ultrapura
obtida pelo sistema Milli-Q. As solugbes foram preparadas e em seguida
esterilizadas (1) por calor umido (autoclave a 121°C, 15 min, 1 atm) ou (2) por
filtracdo (membranas com poros de 0,22 um de di&dmetro) e, posteriormente, foram
armazenadas em temperaturas apropriadas para sua conservacado (temperatura
ambiente — T.A., 4 a 8°C — geladeira, ou a —25°C), ao abrigo de luz, conforme
indicado. Os ensaios em condigbes de esterilidade foram realizados em camara de
fluxo laminar vertical TROX modelo FLVQ TAM 12.

3.1.1 Solugéo de acrilamida 30%
Acrilamida 29,2% e N’N’bis-metileno-acrilamida 0,8% foram dissolvidos em agua € a

solugéo conservada a 4°C.

3.1.2 Tampéo Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e Tampé&o Tris-HCI 1M pH 6,8
Quantidade apropriada de Tris-base foi dissolvido em agua, o pH ajustado com

solucéo de HCI 6N, e as solugbes armazenadas a 4°C.

3.1.3 Gel de corrida (20 mL)
Agua 1,4 mL; Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 5 mL; 10% dodecil sulfato sodico (SDS), 200
WL; acrilamida 30%, 13,4 mL; perssulfato de aménio 10%, 100 uL; TEMED, 20 pL.

3.1.4 Gel de alinhamento
Agua 4,1 mL; Tris-HCI 1,0 M pH 6,8, 750 pL; acrilamida 30%, 1,0 mL; 10% SDS, 60
ML; perssulfato de aménio 10%, 60 uL; TEMED, 6 pL.
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3.1.5 Tampéo de carregamento das amostras 2X (10 mL)
SDS 4%, 4 mL,; glicerol 20%; 2-mercaptoetanol 10%; 1 M Tris-HCI pH 6,8, 1,25 mL;
azul de bromofenol 1%, 80 uL; agua 1,75 mL.

3.1.6 Tampéao de corrida
Tris-HCI 3,03% (p/v), glicina 14,4% (p/v) e submetido a condi¢bes desnaturantes,

sendo acrescentado, para tal, de SDS 0,1% (p/v).

3.1.7 Solugéo corante de gel
Comassie Brilliant Blue R-250 0,05% (p/v) foi dissolvido em metanol 50% e
adicionado de acido acético 10% e agua 40%. A solucéo foi mantida em temperatura

ambiente.

3.1.8 Solugéo descorante de gel

Metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v) e agua g.s.p. 100 mL.

3.1.9 Marcador de Peso Molecular

O Broad Range Markers (SC-2361, Santa Cruz Biotechology, Inc®), composto por
miosina (200 kDa), fosforilase b (97k Da), soro fetal bovino (66 kDa), ovoalbumina
(44 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), mioglobina (17 kDa), lisozima (14 kDa) e

aprotinina (6 kDa), foi usado como marcador de peso molecular.

3.1.10 Solugéo de Re-secagem

Etanol:agua:trietilamina 2:2:1 (v/v).

3.1.11 Reagente de Derivatizacao

Etanol: trietilamina:agua: Fenilisotiocianato (PITC), 7:1:1:1(v/v).

3.1.12 Solugédo diluente para CLAE

Tampéo fosfato de sédio (pH 7,4) com acetonitrila (95:5) (v/v).
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3.1.13 Solugéo padrao de aminoacidos para analise por CLAE

A solucdo padrdo comercial utilizada (Pierce®) contém 2,5 uMol de cada um dos
seguintes aminoacidos: acido aspartico (Asp), acido glutédmico (Glu), serina (Ser),
glicina (Gly), histidina (His), arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), prolina (Pro),
tirosina (Tyr), valina (Val), metionina (Met), isoleucina (lle), leucina (Leu), fenilalanina
(Phe), lisina (Lys), e 1,25 pMol de cisteina (Cys).

3.1.14 Solugéo salina fisioldgica

Cloreto de sédio 150 mM em agua.

3.1.15 Solugéo salina tamponada com fosfatos (PBS)

Solugdo tamponada com fosfatos foi preparada dissolvendo-se NaHP04.2H20
(150 mM), NaHPQO4 (150 mM) e NaCl (154 mM) em agua. Apds ajuste do pH para
7,2—7,4 com solucdo de NaOH 1 N, a solugdo foi esterilizada em autoclave e

armazenada em geladeira.

3.1.16 Solugéo de Azul de Trypan a 0,4% (p/v)

Azul de Trypan em solugéo salina tamponada com fosfatos.

3.1.17 PBS suplementado (PBSS)

PBS foi suplementado, em condi¢des assépticas, na hora do uso, com soro
albumina bovina (BSA) 0,25% (p/v), glucose 0,1% (p/v), CaCl, (0,9 mM) e MgCl»
(0,5 mM).

3.1.18 Solugéo hemolisante de eritrécitos
Solugéo de lise de eritrocitos foi preparada 10x concentrada: NH4Cl 80,2 g; NaHCO3
8,4 g, EDTA-NA; 3,7 g, agua g.s.p. 1 L. A solucdo de uso foi diluida em agua,

esterilizada por filtracdo e armazenada a 4°C.

3.1.19 Solugéo de caseina a 5% (p/v)
Caseina em pé foi dissolvida em PBSS (50 mg/mL), fracionada em aliquotas e

armazenada a menos 10°C. Foi descongelada apenas na hora do uso.
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3.1.20 Solugéo de caseinato de sbédio a 5% (p/v)
Caseinato de sodio em po foi dissolvido em PBSS (50 mg/mL), fracionado em

aliquotas e armazenado a menos 10°C. Foi descongelado apenas na hora do uso.

3.1.21 Solugbes de CPP a 5% (p/v)
Caseinofosfopeptideos foram dissolvidos em PBSS (20 mg/mL), fracionados em
aliquotas e armazenados a menos 10°C. Foram descongelados apenas na hora do

uso.

3.1.22 Solugéo de paraformaldeido 1% (p/v)
Paraformaldeido foi dissolvido em PBS sob aquecimento constante a 45°C e

conservado a 4°C.

3.1.23 Solugéo reagente do complexo Molibdénio
Fosfato de sédio 0,1M (28 mL), molibdato de amdnio 0,03M (12 mL), acido sulfurico
3M (20 mL) e agua g.s.p 100 mL.

3.1.24 Solucdes reagentes para avaliagdo de espécies reativas no Acido
Tiobartiturico (TBA)
TBA 0,4% em SDS; Cloreto de 2,2'-azo-bis (2-amidinopropano) (ABAP) 0,035%; 500

ML de solugédo de gema de ovo em SDS.

3.2 OBTENGAO DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS

Para obtencdo dos CPP utilizou-se caseinato de sodio bovino (LACTONAT HV,
Lactoprot Deutschland GmbH) como matéria-prima, gentiimente cedido pela
empresa Lactoprot Deutschland GmbH, Alemanha. Os peptideos foram produzidos
por hidrélise triptica do caseinato de sodio, seguida de precipitacdo acida,
agregacao mineral e precipitacdo com etanol conforme metodologia de Adamson e
Reynolds (1995) com algumas modificacbes, conforme Figura 4. Dissolveram-se

228,57 g de caseinato de sédio bovino em 2 L de agua deionizada para produzir,



Reacao de hidrolise

Caseinato de sodio
10% (piv)
+
Ajuste para pH 8

Tripsina

E/S 1:100

Hidrélise por Hidrdlise por
2 horas 4 horas
37 °C 50 °C 37 °C 50 °C

FIGURA 4 - PROCESSO DE OBTENGAOQ DE CASEINOFOFOPEPTIDEOS

Obtencao de CPP
N

N

Y

pH reduzido
para 4,64

v

Centrifugacéo 3000 g
20 min

'

Adicdo de 10 % de
CaCl; (p/v) e 50 %
etanol (viv)

!

Centrifugacgao 4000 g
por 15 min

.

Dissolvigdo do precipi-
tado em agua destilada,
congelamento a -80 °C

v

Licfilizagao

.

Manutengéo a -25 °C

51



52

aproximadamente, uma solugcéo a 10% de proteinas (p/v). O pH inicial de 6,38 da
solugcéo foi ajustado para 8 com NAOH 2 mol/L e tripsina (PTN 6.0) na proporgéo
E/S 1:100 dissolvida em agua foi adicionada. Realizaram-se quatro tratamentos
envolvendo tempo de hidrdlise e diferentes temperaturas. A hidrélise foi realizada
por 2 e 4horas, sob leve e constante agitacéo, a 37°C e a 50°C. O pH 8,0 foi mantido
durante todo o procedimento, segundo 0 método de pH-stat (Adler-Nissen, 1986).

Apds hidrélise, reduziu-se o pH para 4,64 com HCI 2 mol/L. O precipitado insoluvel
que se formou foi removido por centrifugacao a 3000 g por 20 min. De acordo com o
volume do sobrenadante, foram adicionados 10% de CaCl, (p/v) e 50% de etanol
(v/lv), com o objetivo de promover a agregacdo do mineral ao peptideo e sua
precipitagdo. O precipitado resultante foi coletado por centrifugacéo a 4000 g por 15
min. Apos dissolugdo do precipitado em agua, o produto foi congelado a -80°C,
submetido a liofilizacdo e, em seguida, mantido congelado a -25°C até o momento

de uso.

3.2.1 Avaliagao da composicao centesimal

A determinagao de nitrogénio proteico foi realizada pelo método semi-micro Kjeldahl,
utilizando-se o fator 6,38 para conversédo em proteina (AOAC, 1990). O teor de
cinzas foi determinado pelo método de incineracdo em mufla a 550°C até peso
constante (AOAC, 1990). A umidade foi mensurada pelo meio de secagem em
estufa com circulagé&o de ar forcada a 105°C até peso constante (AOAC, 1990). Os
teores de calcio, fosforo e sddio foram determinados por Espectrometria de Emisséo
Optica por Plasma de Argénio Indutivamente Acoplado (ICPOES) (CEPPA, 2012).

3.2.2 Caracterizacao dos CPP por Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga
de dodecilssulfato de sddio (SDS-PAGE)

Andlise das fracbes de CPP foi realizada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamina a 20% em condi¢cdes desnaturantes, conforme metodologia descrita

por Laemmli (1970). As fracbes proteicas foram aplicadas nas seguintes
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concentragbes em termos de proteinas totais: 300 ug de CPP; 50 ug de BSA, de
caseinato de sbdio e de caseina bovina. Apods adicdo de q.s. do gel de
carregamento, as amostras foram aquecidas a 98°C por 5 minutos e aplicadas no
gel. A corrida eletroforética foi realizada a 100 V para alinhamento das amostras, e
em 200 V para a separagdo das bandas proteicas. Como marcador de peso
molecular (M) utilizou-se o Broad Range Markers sc-2361 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Apos a corrida, o gel foi, entdo, submerso em solucéo fixadora
por 15 minutos, sob constante agitacdo. Em seguida, foi corado com solugdo de Azul
de Coomassie até o aparecimento das bandas (3-4horas) e descorado com
sucessivas trocas de solucdo descorante até obtencdo de um gel com bandas

nitidas em um fundo claro.

3.2.3 Analise dos CPP por infus&o direta em espectrdbmetro de massas (DMIS)

3.2.3.1 Instrumentacéo e condi¢cbes de analise

Os experimentos por DIMS foram conduzidos em um EM do tipo triplo quadrupolo
modelo APl 3200 (Applied Biosystems) equipado com uma bomba seringa modelo
Harvard 22 Dual (Harvard Apparatus) e uma fonte de ionizagéo do tipo Eletrospray
(ESI). A fonte foi operada no modo positivo, mantendo a posi¢cao do capilar em 10
mm na vertical e 5 mm na horizontal. A bomba seringa operou em velocidade de 10
ML/min. Os parametros ajustados manualmente no equipamento para estabilizagcéo
do sinal foram voltagem do capilar (IS): 4 kV; potencial de entrada no cone EP: 10
eV, potencial de desagrupamento (PD): 40 eV; gas de Interface (CUR): 10 psi; gas
de nebulizacédo (GS1): 15 psi e temperatura: 200°C. O nitrogénio de alta pureza
utilizado como CUR e GS1 foi produzido por um gerador de nitrogénio (Peak
Scientific Instruments). Os espectros de massas foram adquiridos em 5 min de
varredura entre 100 a 1800 Daltons (Da) acumulando 100 ciclos de 3 segundos. A

aquisicéo dos dados foi obtida com o programa Analyst 1.4 (ABI/Sciex).
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3.2.3.2 Preparo de amostras

Em tubos de polipropileno foram preparadas solugbes de CPP liofilizados a uma
concentracéo de 0,2% utilizando como solvente agua acidificada com 0,1% de acido
trifluoracético (TFA) (v/v) (Miquel et al., 2006). As amostras foram homogeneizadas
em agitador (Phoenix®) por 1 minuto e, em seguida, filtradas com filtros contendo
0,45 um de didmetro de poro (Millex—HV®, PVDF Durapore, Millipore, Estados
Unidos). As amostras foram imediatamente submetidas aos experimentos de DIMS,
sendo as analises realizadas em ftriplicata. Os espectros de massas da agua

contendo 0,1% de TFA foram adquiridos e considerados como branco.

3.2.3.3 Analises quimiométricas

Os espectros de massas obtidos com as amostras foram subtraidos daqueles
obtidos com inje¢des de um branco (agua acidificada com 1,1% de acido
trifluoracético, v/v). Analises de componentes principais (PCA) foram realizadas
utilizando PLSToolbox 3.0 (Eigenvetor Research) operado no software Matlab 7.0.1°
(Mathworks). Para as analises de PCA — Principal Component Analysis, os dados
correlacionando massal/carga (m/z) e intensidade de sinal (%) foram organizados no
programa Excel 2007 (Microsoft) para comporem a matriz X. Em seguida, os dados
foram exportados para o programa Matlab, e o pré-processamento utilizado para a
analise do conjunto de dados foi centragem na média. O numero de componentes
principais (PC) para comporem a analise foi escolhido em fungdo do grafico que
correlaciona autovalores (Eigenvalues) versus numero de PC. Escolhidos os PC,
foram plotados os gréficos de scores com o objetivo de distinguir grupos de
amostras similares e os gréaficos de /oadings para verificar os sinais responsaveis

pela distincao entre estes grupos.
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3.2.4 Determinacdo e quantificacdo dos aminoacidos hidrolisados dos CPP por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC (Sigma Aldrich), previamente
fitrados em membrana de 0,45 pM (Millipore). Utilizou-se agua para os eluentes. O
sistema cromatografico analitico utilizado foi um cromatografo Merck Hitachi
LaChrom, composto de bomba quaternaria L-7100, injetor automatico L-7250,
detector ultravioleta visivel (UV-Vis) com varredura espectral L-7455 e modulo de
aquecimento de colunas L-7300. Os resultados foram obtidos com auxilio do
programa Merck HSM, verséao 4.1. Foi utilizada coluna Nova-Pak C-18 (150 mm x
3,9 mm d.i.), com particulas de 4 uM (Waters) a qual foi mantida na temperatura de
35°C. Os CPP foram eluidos conforme Tabela 1. O eluente A consistiu de tampéo
acetato pH 6,4 e acetonitrila na proporgdo 94:6 (v/v), € o eluente B, acetonitrila:agua
a 60:40 (v/v).

TABELA 1 - TEMPO E VAZAO DE ELUENTES NA
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE,
PARA SEPARAGAO DE AMINOACIDOS DE
CASEINOFOSFOPEPTIDEOS

Tempo Inicial | Vazdo (mL/min) | % de Eluente A | % de Eluente B
10,0 1,0 100 0
10,5 1,0 54 46
11,5 1,0 0 100
12,0 1,5 0 100

3.2.4.1 Reagéo de Hidrolise dos CPP

Foi utilizada como referéncia a metodologia de Heinrikson e Meredith (1984). Para
tanto, 20 uL de solugdo aquosa a 1% de cada amostra de CPP foram secas em
aparelho Pico Tag®. A reagéo de hidrdlise foi realizada por 24h a 105°C sob vacuo,
em presenga de vapores de nitrogénio e acido cloridrico 6 mol/L com 1% de fenol e

na auséncia de oxigénio. Apos a hidrolise, foram adicionados 10 pL de solugdo de
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re-secagem nas amostras para eliminacio de residuos acidos. Apds nova secagem
procedeu-se a derivatizagdo com PITC adicionando-se 20 pL de reagente
recentemente preparado e deixado em repouso por 20 minutos em T.A. Em seguida,
as amostras foram secas e dissolvidas em 200 pL de solugdo diluente para analise
por CLAE. A solugéo padrdo contendo varios aminoacidos foi submetida ao mesmo

procedimento experimental.

3.2.4.2 Analise de Aminoacidos

A separacdo dos aminoacidos foi realizada por CLAE utilizando-se uma coluna de
fase reversa C18 com monitoragdo em 254 nm. A identificagdo e a quantificacéo de
cada aminoacido foi baseada no tempo de retengcido e na area do pico, tomando-se
como referéncia esses mesmos parametros obtidos para cada aminoacido contido

na solucdo padrao, conforme item 3.1.13.

3.3 OBTENCAO DE LEUCOCITOS HUMANOS

Foram incluidos no estudo individuos adultos sadios, maiores de 20 anos, de ambos
0s sexos e sem uso de medicagdes nos ultimos 10 dias. Consentimento livre e
esclarecido dos voluntarios sadios foi obtido apds aprovacdo do protocolo pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal do Parana (UFPR), sob registro CEP/SD n°® 1265.190.11.11, em dezembro
de 2011 (ANEXO A). Foram obtidos 20 mL de sangue por pung¢do venosa e

acondicionados em frascos estéreis contendo heparina sédica.

3.3.1 Separacédo das populagbes de leucocitos humanos para ensaios de expressao

de moléculas de adeséo

Sangue anticoagulado foi centrifugado a 200 g por 10 min a T.A. O plasma rico em

plaguetas foi eliminado e o volume original reconstituido com PBS. Nova
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centrifugacéo a 800 g por 25 min permitiu a separagado do creme leucocitario (0,5-1,5
mL), o qual foi ressuspenso em gqg.sp. 10 mL de PBS e adicionado
carboximetilcelulose (CMC) a 1%. Apds homogeneizagédo, as amostras ficaram em
repouso, a T.A., por uma hora. A fracdo superior, rica em leucécitos, foi entéo,
transferida para tubo cdnico contendo 10 mL de solu¢do hemolisante. Apds 8
minutos, os leucécitos foram lavados duas vezes com PBS (400 g por 5 min),
ressuspensos em PBS suplementado (PBSS), enumerados com o auxilio de um
hemocitdbmetro e sua concentracdo igualmente ajustada para 10% células/mL.
Somente amostras contendo >90% de células viaveis foram utilizadas nos

experimentos.

3.3.2 Separacdo das populacbes de leucdcitos humanos para ensaios de

quimiotaxia

Células mononucleares (linfocitos e mondcitos) foram separadas dos granulécitos
(polimorfonucleares, eosinéfilos e basofilos) por meio de centrifugacdo em condigdes
de esterilidade, usando-se o gradiente de densidade Ficoll-PaqueTM PLUS 1,077
g/cm3 (Amersham, Biosciences). Apds centrifugacdo a 200 g por 10min a T.A,, o
plasma rico em plaquetas foi retirado e o volume original reconstituido com PBS.
Nova centrifugacdo a 800 g por 25 min permitiu a separa¢cdo do creme leucocitario
(0,5-1,5 mL), o qual foi ressuspenso em g.s.p. 10 mL de PBS e gentilmente
depositado sobre Ficoll-Paque (3 ml). Apds centrifugacdo de 400 g por 30 min em
T.A., os GNC recuperados do sedimento apds lise dos eritrocitos com solugéo

hemolisante foram recuperados conforme ja descrito.

3.3.3 Viabilidade celular

A viabilidade dos leucdcitos foi avaliada apds o processo de isolamento e durante
todas as etapas dos procedimentos metodoldgicos. Para tanto, usou-se o teste com
Azul de Trypan (Merchant; Kahn; Murphy, 1964). Popula¢des de leucécitos isoladas

como descrito anteriormente foram diluidas apropriadamente em solucéo de Azul de
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Trypan 0,4% e sua viabilidade observada ao microscopio optico (Olympus CH30). As
células discriminadas como viaveis apresentaram-se integras, brilhantes, incolores e
redondas, enquanto que as células n&o viaveis mostraram-se coradas em azul,

muitas com perda da definicdo de contorno.

3.3.4 Ensaios de citotoxicidade da caseina, caseinato de sddio e dos CPP

Para avaliacido do efeito toxico da caseina, do caseinato de sédio e dos CPP,
concentragdes crescentes de cada um deles (0,01% a 5%) foram adicionadas a 10°
células (GNC) e incubadas a 37°C por duas horas (para GNC) em PBSS. Em
seguida, as células foram observadas quanto a viabilidade como descrito no item
3.4.2. Cada experimento foi realizado em triplicata e, para o resultado, utilizou-se a

meédia dos experimentos.

3.4 EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAQO EM LEUCOCITOS

Leucdcitos humanos (5x10° células/mL) ressuspensos em PBSS foram incubados
com as diferentes fracdes de CPP a 1% (p/v), por 1 hora, a 37°C. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS e adicionadas de 10 uL de solugéo de anticorpos
monoclonais conjugados a ficoeritrina (PE) para VLA-4 (Pharmingen/BD) ou
anticorpos monoclonais conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) para
VLA-5 (Immunotech) ou, ainda, de LFA-1 (Pharmingen/BD). A mistura foi incubada
ao abrigo da luz por 15 min, a 37°C. As células marcadas foram, em seguida,
lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em 0,5ml de solugdo de
paraformaldeido 1% (p/v). Os niveis de expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 foram
analisados em um citbmetro de fluxo Becton & Dickinson, modelo FACS Calibur,
equipado com laser Argdnio 488 nm. Em todas as determinagdes citométricas, um
minimo de 10* células foi analisado e a linha limite de deteccao baseou-se na
maxima coloragdo obtida com a mesma populacdo, porém sem estar tratada com
peptideos. Cada ensaio foi realizado em triplicata e, como resultado de cada

experimento, utilizou-se a média da triplicata.
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3.5 ENSAIO DE QUIMIOTAXIA DE GRANULOCITOS

A quimiotaxia dos GNC foi observada em camaras de Boyden, conforme
metodologia de Boyden (1962). Granuldcitos humanos (10° células) separados por
gradiente de densidade e ressuspensos em PBSS (200 pL) foram adicionados ao
compartimento superior da cadmara de Boyden e estimulados a migrar contra
gradientes de diferentes fragcbes de CPP, de caseina (usada como modulador
positivo) e de caseinato de sodio, depositados no compartimento inferior. Filtros de
policarbonato isentos de polivinilpirrolidona (Nuclepore, Neuroprobe), com poros de
5 um de didmetro, foram usados para separar os compartimentos. As camaras
foram, ent&o, incubadas a 37°C por 90 min e 0 numero de leucotcitos que migrou
ativamente para o compartimento inferior foi enumerado com o auxilio de um
hemocitdbmetro de Neubauer Improved. O monitoramento da migracdo espontanea
dos leucdcitos (controle) foi realizado com adicdo de PBSS no compartimento
inferior da camara, conforme ilustrado na Figura 5. Os resultados foram expressos
como a porcentagem média de células recuperadas do compartimento inferior das
camaras em relacdo aos resultados obtidos para a caseina, utilizada como controle

positivo.

Cémara
| superior

Céamara
inferior -—

filtro de
policarbonato

FIGURA 5 - ILUSTRAGAO DA CAMARA DE

BOYDEN UTILIZADA PARA OS ENSAIOS DE
QUIMIOTAXIA
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3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos CPP, bem como a do caseinato de sddio, foi
investigada usando cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e de isolado clinico de

Salmonella enteritidis.

3.6.1 Reativacdo dos microorganismos

Cepas de bactérias mantidas a -20°C em TSB (Trypticase Soy Broth)/glicerol 20%
foram descongeladas, inoculadas em Agar Cled e incubadas & 36°C por 24h.
Colbnias isoladas foram, entdo, individualmente inoculadas em meio TSA
(Trypticase Soy Agar) inclinado e re-incubadas a 36°C por 24h e mantidas em
geladeira por até 4 semanas. A partir do meio TSA, foram feitos subcultivos em Agar
MacConkey para ambas as cepas. Apds 24h de incubacédo a 36°C, 10 a 15 colbnias
isoladas de cada bactéria foram transferidas para frascos contendo salina estéril € a
concentracido bacteriana ajustada de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala

de McFarland, correspondente a 1,5 x 10® UFC/mL.

3.6.2 Teste de Microdiluicdo em Caldo

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado segundo metodologia descrita por
Woods e Washington (1995), onde suspensdes bacterianas, na concentracdo
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, foram diluidas 1:10 em salina
estéril (concentracdo de aproximadamente 1,5 x 10" UFC/mL). Aliquotas de 5 L
(aproximadamente 7,5 x 10* UFC) de cada suspenséo bacteriana foram adicionadas
em placas de cultura de 96 poc¢os estéreis, contendo solugbes estéreis dos 4 tipos
CPP e de caseinato de sodio a 2% (p/v) em meio Mueller-Hinton Broth, distribuidos
previamente nas placas, por meio de diluigdo seriada decrescente (2 a 0,25%). O
controle consistiu de todos os componentes com excecéo dos CPP e/ou caseinato

de sdédio. As placas foram, entdo, incubadas a 36°C por 18 h. O crescimento
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bacteriano foi avaliado pelo aumento na absorvancia em 620 nm (Aesx) apds o
periodo de incubacgao, para a qual o valor de 100% foi atribuido a Agxonm das culturas
controle. Cada teste foi realizado em ftriplicata e o resultado corresponde a duas

séries de testes independentes.

3.7 ENSAIOS PARA DETERMINAGCAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante dos CPP e do caseinato de sodio foi avaliado por dois
métodos: reducdo do complexo fosfomolibdénio e determinagdo de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico.

3.7.1 Ensaio da reducdo do complexo fosfomolibdénio

Para realizacdo desse ensaio foi utilizada a metodologia de Prieto, Pineda e Aguilar
(1999). Solugdes aquosas dos diferentes CPP e caseinato de sddio (200 pg/mL, 0,3
mL) foram adicionados de solucio reagente do complexo fosfomolibdénio (3 mL) e
incubados por 90 min a 95°C. Apds resfriamento, procedeu-se a leitura em
espectrofotometria a 695 nm para obtencéo das absorvancias (A). Foram utilizados
metanol (0,3 mL) e reativo (3 mL) como branco. Os resultados foram expressos em
atividade antioxidante relativa (AAR%) da amostra em relagdo ao acido ascérbico e
a rutina, dois padrdes com conhecida atividade antioxidante e, para os quais foi

atribuido o valor 100%, de acordo com as equagdes:

AAR% EM RELACAO A VITAMINA C | ARR% EM RELACAO A RUTINA

A amostra_— A branco X 100 &Mitm_ X 100

A vitamina C — A branco A rutina — A branco

Onde AAR%: Percentual de atividade antioxidante relativa; A: absorvancia em 695
nm.

3.7.2 Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Este experimento foi realizado conforme metodologia de Hodges et al. (1999). Para

o preparo da fonte de lipideos foi utilizada gema de ovo (5 g) previamente separada
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da clara, filtrada e solubilizada em solugdo SDS (100 mL). Em frasco apropriado
foram adicionados 400 pL de agua destilada, 100 pL de amostra (3 mg/mL), 50 uL
de ABAP, 500 uL de solugdo de gema de ovo, 1,5 mL de solugdo de acido acético
20% e 1,5 mL de solugédo de TBA. A solucéo preparada foi submetida ao banho-
maria a 95°C por 60 min. Apds resfriamento, adicionou-se aos tubos, 1,5 mL de n-
butanol e, apés homogeneizacdo, foram centrifugados a 5.000 rom por 3 min € a
absorvancia dos sobrenadantes obtida em 532nm. O mesmo processo foi realizado
com tubos controle, nos quais foram adicionados todos 0s reagentes exceto as
amostras, que foram substituidas por 100 yL de metanol. O branco da amostra foi
preparado substituindo o ABAP por 50 pyL de agua. Como padrdes, foram utilizados
butil hidroxi tolueno (BHT), vitamina E, vitamina C e o flavonoide quercetina. A
atividade antioxidante foi determinada pelo indice de Atividade Antioxidante (IAA),

obtido em porcentagem de acordo com a formula:

IAA (%) = 1 - (Aamostra.— Abranco) X 100

Acontrole

Onde: IAA: indice de atividade antioxidante; A: absorvancia em 532 nm.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padréo (DP). Para analise
estatistica dos resultados, foi utilizado teste t e Analise de Variancia (ANOVA - one
way). O teste post hoc empregado foi o teste de Tukey, quando apropriado. Os
calculos foram realizados utilizando-se o programa SPSS Statistics 17.0 e valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.9 REFERENCIAS — FORMATACAO

As referéncias deste trabalho foram formatadas utilizando-se o Programa Mendeley.
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4 RESULTADOS

Como a base molecular da funcionalidade de proteinas alimentares é
relacionada aos seus atributos intrinsecos envolvendo tamanho e composigdo de
aminoacidos, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas (Léonil et al., 2000) e a
incorporacao de fragmentos proteicos esta cada vez mais presente na alimentagao
humana, este trabalho foi dedicado ao estudo da composicdo e do potencial
biolégico de CPP obtidos da fragmentacdo enzimatica controlada de caseinato de
sbédio comercialmente disponivel.

Dessa forma, foram produzidas quatro fracdes de CPP a partir da digestdo com
tripsina, os quais diferiram entre si pelo tempo de hidrdolise (2 e 4 horas) e pelas
temperaturas empregadas (37°C e 50°C) para digestdo. Essas fragbes, doravante
nominadas 2h/37°C, 2h/50°C, 4h/37°C e 4h/50°C foram, entdo, caracterizadas do
ponto de vista fisico-quimico. Em seguida, suas propriedades nas respostas
inflamatodria, antibacteriana e antioxidante foram investigadas em ensaios in vitro

classicos, cujos resultados estdo descritos a seguir.

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS CASEINOFOSFOPEPTIDEOS

4.1.1 Avaliagdo da composi¢ao centesimal

O procedimento de precipitagéo seletiva envolvendo a adi¢do de CaCl, e etanol
em pH 4,6 durante a hidrélise triptica do caseinato de sédio resultou em precipitados
de aspecto fisico caracteristico, ilustrados na Figura 6 antes do congelamento
(Figura 6-A) e apds a liofilizagcdo (Figura 6-B), correspondendo a 25,83% de
rendimento para o CPP 2h/37°C, a 13,28% para o CPP 2h/50°C, a 13,42% para o
CPP 4h/37°C e, 12,81% para o CPP 4h/50°C. A fracdo 2h/37°C destacou-se por
apresentar rendimento mais elevado em relacdo aos demais devido, provavelmente,
as condi¢cdes mais brandas empregadas, ou seja, menor tempo e temperatura de

reacao.
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FIGURA 6 — CASEINOFOSFOPEPTIDEOS. Aspecto fisico dos caseinofosfopeptideos
obtidos por hidrélise enzimatica do caseinato de sodio, imediatamente antes do
congelamento (A) e apos a liofilizagao (B).

Resultados de rendimento entre 10 e 16%, proximos aos aqui descritos usando
metodologia semelhante, particularmente para as condi¢des 4h/50°C, ja foram
relatados (Ellegard et al., 1999; Kriger, 2006). Outros métodos de produgéo de CPP
mostram rendimentos semelhantes aos relatados neste trabalho, como o de
Adamson e Reynolds, (1996), por exemplo, mas usando alcalase por 2h/50°C. Ja
Reynolds, Riley e Adamson (1994) conseguiram resultados também semelhantes
usando hidrélise triptica, mas em reacéo de 20 min/20°C em pH 3,5.

Interessante destacar alguns aspectos da tripsina empregada para a hidrélise
dos CPP neste trabalho, cuja acdo € maximizada a temperatura entre 40 e 55°C e
pH de 7,5 a 9,5 (Novozymes, 2003). O objetivo de empregar a temperatura de 37°C,
além da habitual, 50°C, bem como os tempos de 2 e 4h de reac&o para obtencéo
dos CPP foi no sentido de, mimetizando as condi¢gbes da digestéo gastrintestinal que
ocorrem in vivo, observar, por um lado, os efeitos sobre a composi¢ao fisico-quimica
dessas moléculas e, por outro lado, avaliar seu perfil funcional em situagdes
inflamatodrias, antibacterianas e antioxidantes por meio de ensaios bioldgicos in vitro.

A enzima PTN 6.0 (Pancreatic Trypsin Novo) apresenta como componente
principal a tripsina (EC 3.4.21.4), contudo, segundo o fabricante, a quimotripsina (EC
3.4.21.1) pode estar presente como um constituinte menor. A tripsina € uma

protease de serina com especificidade restrita. Em uma cadeia peptidica, essa
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enzima hidrolisa preferencialmente as ligacbes no lado carboxil da arginina e de
residuos de Lisina (Novozymes, 2003; Tauzin et al., 2003).

A analise centesimal do caseinato de sédio e dos CPP obtidos esta descrita na
Tabela 2, onde se observa que 0 conteudo proteico de todos os lotes de CPP foi
significativamente menor (p<0,05) em relagdo ao teor observado para o caseinato de

sédio, com reducéo de até 20% da proteina original.

TABELA 2 — COMPOSIGAO CENTESIMAL
DO CASEINATO DE SODIO E DE SEUS
PRODUTOS DE HIDROLISE COM TRIPSINA
PTN 6.0 EM CONDICOES CONTROLADAS.

PRODUTO PROTEINAS (%)
Caseinato de sédio 91,61% £ 0,95
CPP 2h/37°C 84,86" + 3,05
CPP 2h/50°C 71,00° £ 1,21
CPP 4h/37°C 73,59°+2,43
CPP 4h/50°C 75,24° £ 3,75

Cada valor representa a média * DP para
amostras analisadas em duplicata (n=2; p<0,05,
ANOVA, post hoc, Tukey). Letras distintas
denotam diferenca estatistica entre produtos.

Entre as fragcbes, apenas o CPP 2h/37°C mostrou teor proteico
significativamente diferente (p<0,05) dos demais, demonstrando que outros
fragmentos proteicos foram obtidos. Os demais CPP apresentaram resultados
comparaveis aos do grupo dinamarqués (Ellegard et al., 1999) e ligeiramente
maiores que a do grupo de Teucher e colaboradores (2006), que encontraram teor
proteico de 69% em seus produtos.

O conhecimento do teor de umidade de matérias-primas tem grande
importancia na conservacdo, armazenamento e na manuten¢do da sua qualidade e
no processo de comercializacao. Neste contexto, tendo em vista que a liofilizacao foi
0 método de secagem escolhido para manutengdo dos CPP e que todos foram
processados sob as mesmas condi¢des, foi selecionada a fragdo CPP 4h/50°C para
avaliacao do teor de umidade, cujo resultado foi de 4,44+0,02%, significativamente

inferior (p<0,05) aos 7,48+0,01% observados para o caseinato de sédio. Esses
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dados indicaram que o processo foi ndo so eficiente, como também ficou dentro dos
critérios estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
qual determina que o teor de umidade em produtos bioldgicos alergénicos liofilizados
seja menor que de 5% (Brasil, 2005). Observou-se que o teor de cinzas de
21,5011,27%, determinado para o mesmo CPP foi, da mesma forma,
significativamente maior (p<0,05) do que o valor de 4,45+0,97% obtido para o
caseinato de sodio.

Com relacédo ao calcio e fosforo, todas as fragbes, independente das
condi¢des de hidrolise empregadas, tiveram teores significativamente superior ao
observado para a matéria-prima (Tabela 3) ou aqueles citados na literatura (Kruger
et al., 2006).

TABELA 3 - COMPOSIGAO MINERAL DAS FRACOES DE CPP OBTIDOS POR
DIGESTAO CONTROLADA DO CASEINATO DE SODIO COM TRIPSINA EM
DIFERENTES CONDICOES.

BT e ons
Caseinato de sddio 131,69+6,4° 1737,98+31,93*  760,08+19,97°
CPP 2h/37°C 3450,03+£83,33"  407,20£19,51°  2574,09+66,05"
CPP 2h/50°C 5132,88+95,47° 829,38+26,1° 2863,02+32,45°

CPP 4h/37°C 5146,18+482,24° 1182,94+244,05%  3099,2746,85°

CPP 4h/50°C 5019,67+188,72° 1221,31£217,82° 2957,42+35,96°

Cada valor representa a média + DP do teor dos minerais indicados (n=3; p<0,05
ANOVA, post hoc, Tukey). Letras distintas denotam diferenca estatistica entre
produtos. CPP: caseinofosfopeptideos.

FONTE: Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos (2012).

A literatura mostra ampla faixa de valores para o teor de calcio quando
comparados aos resultados desse trabalho. Enquanto Ellegard e colaboradores
(1999), por exemplo, obtiveram valores cerca de 40% superiores, os valores citados
por Teucher et al. (2006) sao ligeiramente maiores que o0s desse trabalho. Em
contraste, Kruger e colaboradores (2006) encontraram teor de calcio nove vezes
menor (452 mg/100 g) em relacéo a este estudo. Mesmo com distingdo nitida entre

valores, esses resultados mostram que o consumo de 20 a 30 g dos CPP poderia
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atender a 100% da recomendacao diaria adequada (RDA) de calcio, indicando que 0
processo aqui empregado pode levar a utilizagdo favoravel desses produtos na
suplementacéo e/ou enriquecimento de alimentos.

Ja com relagdo ao conteudo de fésforo, o lote de CPP 4h/37°C foi o que
apresentou conteudo mais elevado, indicando a presenca de maior quantidade de
peptideos fosforilados. O fato dessas moléculas formarem sais organicos
fosforilados soluveis as torna uteis na funcdo de carreadores para diferentes
minerais, especialmente o calcio (Meisel, 1997), agregando maior valor a sua
utilizacéo alimentar.

Em relacdo ao teor de sodio, este foi proporcional as condi¢cdes de reacgao,
uma vez que a quantidade de hidréxido de sodio utilizada para manter o pH estavel
da reacdo variou proporcionalmente com o tempo e a temperatura de incubagao.
Contudo, € importante destacar que todas as fracdes de CPP apresentaram teores
de sddio significativamente menores (p<0,05) que o caseinato de sédio inicial. Esses
resultados também variaram para mais com relacdo aos valores relatados por
Ellegard et al. (1999) e Kruger et al. (2006), em contraste ao teor de fosforo ja

citado, cujos resultados foram préximos aos obtidos por esses mesmos autores.

4.1.2 Caracterizagéo dos CPP

Com o objetivo de analisar ndo sbé a pureza, mas também observar se o
processo de hidrolise empregado levou a formacéo de peptideos de baixo molecular
como desejado, amostras dos hidrolisados foram submetidas a SDS-PAGE em
condi¢cbes desnaturantes seguida de coloragdo com solugdo de azul brilhante de
Coomassie.

Como ilustrado na Figura 7 e, corroborando com a literatura que demonstra
que os CPP apresentam peso molecular inferior a 6 kDa (Kitts, 2005; Sarmadi;
Ismail, 2010), bandas largas difusas, na regido reservada a moléculas de pequena
massa molecular, foram observadas em todas as amostras, confirmando que o
processo de hidrdlise foi eficiente, resultando em uma colecdo de peptideos de

tamanho desejado, em nitido contraste ao tamanho observado para o caseinato de
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sédio inicial, para a caseina e para a soroalbumina bovina, usadas como

marcadores de tamanho, todos com massa molecular préxima de 25 kDa.

CPP
Cas CaNa BSA M 2h/37 2h/50 4hi37 4hi50

200 kDa_|

44 kDa_
29kDa_

17 kDa_
6 kDa_|

FIGURA 7 - SEPARAGCAO ELETROFORETICA EM GEL DE
POLIACRILAMINA (SDS-PAGE) DAS FRAGOES DE
CASEINOFOSFOPEPTIDEOS  OBTIDAS APOS  DIGESTAO
ENZIMATICA DO CASEINATO DE SODIO EM DIFERENTES
CONDIGCOES DE TEMPO E TEMPERATURA. Cas: caseina. CaNa:
caseinato de sodio. BSA: soro albumina bovina. M: marcador de peso
molecular. CPP: caseinofosfopeptideos.

4.1.3 Espectrometria de massas

Com o objetivo de melhor caracterizar a nuvem de moléculas de baixo peso
molecular observada no ensaio eletroforético, foi empregada a espectrometria de
massas com ionizagao por electrospray (IES-EM), a qual tem sido empregada nas
mais diversas areas da ciéncia nos ultimos anos (Crotti et al., 2006), particularmente
para estudos de compostos pouco volateis como as biomoléculas em questao.

Esta ferramenta consiste na formacéo de um jato (spray) eletrostatico a partir
do bombardeamento de uma amostra, gerando pequenas gotas ionicamente
carregadas. Destas, s&o liberados ions para uma fase gasosa, 0s quais s&o
representativos dos complexos de uma amostra que sao separados de acordo com a
relacido massal/carga (m/z), dando informag¢des sobre sua constituicdo quimica, sua

massa molecular e, em alguns casos, podendo levar a identificacédo da formula
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molecular quando em combinagdo com outras técnicas espectroscépicas,
principalmente a Ressonancia Magnética Nuclear e a Espectroscopia de Absor¢éo
nas regides do infravermelho e do UV/Vis (Gaucheron et al., 1995; Vessecchi et al.,
2008).

Neste trabalho, foi utilizada a técnica de soft-ionization, onde uma pequena
quantidade de energia é transferida para a amostra durante o processo de
ionizacdo, resultando em moléculas fragmentadas com ions de energia residual
interna relativamente baixa. A analise do espectro de massas mostra ions pouco
fragmentados e ions precursores relativamente intensos. Embora a determinacéo da
massa molecular seja facilitada nessa técnica, pouca ou nenhuma informacéo
estrutural pode ser obtida, em virtude do numero reduzido de ions fragmentados
formados. A identidade dos ions em fase gasosa, formados na fonte de ionizacéo,
esta relacionada as suas grandezas termoquimicas (Vessecchi et al., 2008).

A fim de aperfeicoar 0 processo e obter sinais apropriados para estudo dos
CPP no EM, diferentes condigbes no desenvolvimento do método de analise foram
testadas, como a mistura solvente, a temperatura de reacédo e a voltagem de
operacdo. Apos varias tentativas, estabeleceu-se que a solubilizacédo em agua:TFA
(vlv), a temperatura de 200°C e a diferenca de potencial (PD) de 40 V seriam as
mais apropriadas para se observar maior intensidade de sinal nos espectros, os
quais estdo compondo as Figuras 8 a 11, respectivamente, para os CPP 2h/37°C,
2h/50°C, 4h/37°C e 4h/50°C.

Neles é possivel observar, pelos picos de m/z, que quanto maior a
temperatura e o tempo de hidrolise, maior a fragmentacdo proteica. Em outras
palavras, quanto menor o tempo e a temperatura de hidrolise empregada, maior o
tamanho molecular dos CPP.

Analise mais detalhada desses espectros mostra que, dentre os processos, 0
que apresentou menor quantidade de fragmentos de peptideos e aminoacidos de
menor tamanho foi o CPP 2h/37°C (Figura 8) e, peptideos com tamanho de até 1000
Da estdo presentes em todas as fragdes. Miquel e colaboradores (2005; 2006)
sugerem que CPP de massa molecular entre 527 e 6512 Da s&o bons candidatos
para a absor¢do intestinal e para desempenhar possiveis efeitos fisioldgicos no

organismo, uma vez que podem ser absorvidos e transportados através de varios
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FIGURA 8 - ESPE'CTRO DE MASSA DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS OBTIDOS APOS
HIDROLISE ENZIMATICA DE 2h/37°C. Espectros obtidos em espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo (Applied Biosystems modelo APl 3200) com ionizagdo do tipo Eletrospray (ESI), com fonte
operada no modo positivo (voltagem do capilar igual a 4 kV, potencial de desagrupamento igual a 40 eV).
Os espectros de massas foram adquiridos em varredura de 900 a 1800 Daltons (Da).
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FIGURA 9 - ESPECTRO DE MASSA DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS OBTIDOS APOS

HIDROLISE ENZIMATICA DE 2h/50°C. Espectros obtidos em espectrometro de massas do tipo triplo

quadrupolo (Applied Biosystems modelo APl 3200) com ionizagdo do tipo Elefrospray (ESI), com fonte

operada no modo positivo (voltagem do capilar igual a 4 kV, potencial de desagrupamento igual a 40 eV.
Os espectros de massas foram adquiridos em varredura de 900 a 1800 Daltons (Da).
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FIGURA 10 - ESP'ECTRO DE MASSA DE CASEINOFOSFOPEPTiDEOS OBTIDOS APOS
HIDROLISE ENZIMATICA DE 4h/37°C. Espectros obtidos em espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo (Applied Biosystems modelo APl 3200) com ionizagdo do tipo Eletrospray (ESI), com fonte
operada no modo positivo (voltagem do capilar igual a 4 kV, potencial de desagrupamento igual a 40 eV. Os
espectros de massas foram adquiridos em varredura de 900 a 1800 Daltons (Da).
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FIGURA 11 - ESEECTRO DE MASSA DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS OBTIDOS APOS
HIDROLISE ENZIMATICA DE 4h/50°C. Espectros obtidos em espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo (Applied Biosystems modelo APl 3200) com ionizag&o do tipo Eletrospray (ESI), com fonte operada
no modo positivo (voltagem do capilar igual a 4 kV, potencial de desagrupamento igual a 40 eV. Os espectros
de massas foram adquiridos em varredura de 900 a 1800 Daltons (Da).
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mecanismos, incluindo as vias paracelular (difusédo passiva) e intracelular (difus&o
facilitata), o sistema linfatico e transportadores basolaterais como o PepT1, cuja via
depende de certas propriedades, como, por exemplo, o tamanho molecular, as
caracteristicas estruturais e a hidrofobicidade. O PepT1 é um exemplo
particularmente relevante de transportador, pois utiliza um gradiente eletroquimico
de protons para carrear pequenos peptideos resistentes a hidrélise do enterécito
para a corrente sanguinea (Sarmadi; Ismail, 2010; Power; Jaleman; FitzGerald,
2013).

Os aminoéacidos séo carreados por grupos de transportadores especificos
localizados ao longo da superficie das membranas da borda em escova e da
basolateral do intestino delgado, com maior abundancia no jejuno. Os mecanismos
de transporte também incluem difus&o simples, difusdo facilitada e transporte ativo
(Power; Jaleman; FitzGerald, 2013).

Como os dados espectrais resultantes mostraram que as fragbes de CPP
obtidas sdo compostas por varios tamanhos de moléculas peptidicas, investigou-se
em seguida, a similaridade desses fragmentos entre as amostras. Para tanto, usou-
se a calibracdo multivariada, a qual inclui as etapas de modelagem, que objetiva
estabelecer as relagcbes matematicas entre os resultados experimentais obtidos
(matriz X) e as concentragdes do analito em estudo (matriz Y), e de validac&o, onde
o objetivo € otimizar a relacdo obtida entre a medida instrumental e a concentragcéo
(Ferreira et al., 1999).

O método PCA constitui-se na base de grande parte dos métodos de
calibracdo multivariada e consiste na construgdo de um novo sistema de eixos,
conhecidos como componentes principais (PC) ou variaveis latentes, que permite a
visualizacdo dos dados em poucas dimensbes (Ferreira et al., 1999). A funcdo dos
PC é descrever se ha variagdo entre as amostras, partindo da definicdo de novos
eixos, que se alinhem mais com os dados. Assim, os dados espectrais das quatro
amostras foram submetidos a uma rotina de PCA. Para tanto, foram escolhidos dois
PC, correspondentes a 96,47% (Figura 12) de variagdo cumulativa, dos quais
originou-se o grafico de scores, representado na Figura 13.

Como ilustrado na Figura 13, as amostras se localizaram em trés regides

distintas, tendo como referéncia o ponto central do grafico de scores. De acordo com
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a PCA, os CPP 2h/50°C e 4h/37°C, ambos localizados no quadrante inferior
esquerdo, apresentaram maior similaridade entre si em fungéo das intensidades de
m/z mais proximas quando comparadas aos outros dois grupos. Esse fato deve-se,
provavelmente, a diminuicdo da temperatura 6tima da enzima utilizada, necessitando
de mais tempo para obter a mesma fragmentacgao.

Os graficos de Joading para PC 1 e PC 2 (Figuras 14 e 15) permitem avaliar
quais as intensidades de m/z que influenciam na separacéo entre os grupos. E
possivel extrair do grafico de scores (Figura 13) que o PC 1 é responsavel pela
separagao entre os grupos de CPP 4h/50°C, 2h/50°C e 4h/37°C e o grupo 2h/37°C.
Pela Figura 14, observa-se que os principais ions que colocam o grupo de CPP
2h/37°C no lado positivo de PC 1 variam entre 634,5 a 1476,8 Da.

O lado positivo de PC 2 do grafico de loadings (Figura 15) mostra que as
intensidades responsaveis por manter a amostra de CPP 4h/50°C nesse lado s&o
mais amplas, variando entre 175 a 964,2 Da. No lado negativo de PC 2, sdo mais
importantes para diferenciar as amostras os ions 193,7, 692,7, 685,2 e 1477 Da.

Dada a complexidade dos espectros, ndo € possivel distinguir visualmente as
diferencas de m/z entre os grupos, principalmente os grupos CPP 2h/50°C, 4h/50°C
e 4h/37°C.

4.1.4 Determinacao do conteudo de aminoacidos por CLAE

Neste estudo, pertinente foi conhecer ndo sé a composi¢cdo, mas também a
quantidade de cada aminoacido que poderia estar presente nas diferentes fracbes
de CPP sob estudo. Para tanto, utilizou-se a CLAE acoplada a detectores UV e de
fluorescéncia convencional por ser o método mais amplamente utilizado na analise
de proteinas alimentares (Léonil et al., 2000), uma vez que permite a separacéo e a
analise quantitativa dos mais variados componentes presentes em amostras de

natureza diversa, em escala de tempo reduzida com alta resolucéo, eficiéncia e sen-
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sibilidade.

Entretanto, antes da separagéo e quantificacdo dos aminoacidos nos CPP por
CLAE, foi necessario extrai-los por hidrolise &cida. Os resultados desses
procedimentos estao ilustrados nos cromatogramas que compdem a Figura 16 (A-E).
A Tabela 4 mostra a quantidade relativa de aminoacidos essenciais e nao
essenciais, respectivamente, presente em cada um desses CPP.

Embora em concentragdes bastante distintas, todos os hidrolisados
apresentaram acido aspartico (Asp), acido glutédmico (Glu), serina (Ser), glicina (Gly),
histidina (His), arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), prolina (Pro), tirosina
(Tyr), valina (Val), metionina (Met), cisteina (Cys), isoleucina (lle), leucina (Leu),
fenilalanina (Phe) e lisina (Lys) em sua composi¢cdo, de acordo com os resultados
obtidos da comparacdo entre o0s picos caracteristicos e correspondentes das
amostras € aqueles exibidos pela solu¢do comercial de aminoacidos, usada como
padréo de referéncia. A quantidade aminoacidica encontrada nos CPP foi
semelhante aos dados relatados na literatura (Ellegard et al., 1999; Kruger, 2006),
apesar de diferencas entre os métodos de quantificacdo.

Entre os aminoacidos essenciais mais abundantes encontrados nesses CPP,
destacaram-se a leucina, a isoleucina e a valina, de cadeia ramificada, denominados
como BCAA, que sédo indispensaveis a alimentagdo humana e conhecidos pela
relevancia na manutencdo da proteina corporal e para a sintese de alanina e
glutamina (Blomstrand et al., 2006). Neste sentido, eles atuam de forma
sincronizada, enquanto a leucina estimula a sintese proteica por atuar sobre a
quinase denominada mammalian Target of Rapamycin — mTor, a isoleucina estimula
a captacdo de glicose no musculo, sendo a Valina o principal substrato para a
transaminacgéo (Valerio; D'antona; Nisoli, 2011). Assim, a presenga de BCAA pode
minimizar a perda de massa magra durante a reducao de massa corporal, beneficiar
a cicatrizagdo, melhorar o balango proteico muscular em individuos idosos,
sarcopénicos e desnutridos e, ainda, oportunizar beneficios no tratamento de hepato
e nefropatias (Rogero; Tirapegui, 2008; Power; Jakeman; FitzGerald, 2013).

Outros amino&acidos, como a tirosina e a fenilalanina, pela presenca de anel
aromatico na cadeia N-terminal, tém potencial antioxidante, pois podem doar prétons
a elétrons desemparelhados. Aminoacidos hidrofébicos N-terminais, como valina e

leucina, por exemplo, podem aumentar a solubilidade de peptideos em uma matriz
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FIGURA 16 - COMPOSIGAO AMINOACIDICA DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE). Padrdo de
aminoacidos (A), CPP 2h/37°C (B), CPP 2h/50°C (C), CPP 4h/ 37°C (D) e CPP
4h/50°C (E). Legenda: acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), serina (Ser),
glicina (Gly), histidina (His), arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), prolina (Pro),
tirosina (Tyr), valina (Val), metionina (Met), cisteina (Cys), isoleucina (lle), leucina
(Leu), fenilalanina (Phe), lisina (Lys).

lipidica, facilitando o acesso a espécies reativas hidrofobicas ou a acidos graxos
poliinsaturados (Power; Jakeman; FitzGerald, 2013). Dessa forma, o conjunto
desses aminoacidos nos CPP pode contribuir para aumentar a atividade antioxidante

de peptideos.



TABELA 4 — COMPOSIGAO RELATIVA DE AMINOACIDOS PRESENTES
NOS LOTES DE CASEINOFOSFOPEPTIDEOS OBTIDOS POR HIDROLISE
TRIPTICA DE CASEINATO DE SODIO EM DIFERENTES CONDIGOES
OBTIDA POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.

CPP 2h/37°C 2h/50°C 4h/37°C 4h/50°C
AMINOACIDOS ESSENCIAIS (%)
Treonina+Alanina* | 3,52+0,02° | 3,76+0,04° | 4,37+0,03° | 3,80+0,0002°
Histidina 1,92+0,006° | 1,40+0,01° | 1,39+0,001° | 1,44+0,0008°
Lisina 2,78+0,01* | 3,72+0,02° | 3,16+0,004° | 3,84+0,007¢
Leucina 6,54+0,02° | 5,32+0,08" | 5,64+0,10° 4,43+0,15°
Isoleucina 4,91+0,14* | 597+0,17*° | 5,23+0,48* | 6,46+0,003"°
Metionina 1,89+0,01* | 2,15+0,01° | 2,05+0,001° | 2,21+0,001°
Valina 5,05+0,002° | 4,81+0,02° | 4,80+0,01° | 4,95+0,005°
Fenilalanina 1,96+0,002* | 1,48+0,02° | 1,57+0,001° | 1,54+0,005°
AMINOACIDOS NAO ESSENCIAIS (%)
Acido Aspartico 8,37+0,61° 4,27+0,38° | 5,88+0,27° 1,32+0,01¢
Serina 7,91+0,05° 8,77+0,08" | 8,16+0,02° 9,43+0,01¢
Tirosina 2,48+0,009° | 2,44+0,02° | 2,60+0,0068° | 2,55+0,002°
Cisteina 0,03+0,0004° | 0,02+0,008% | 0,02+0,002° | 0,01+0,0004°
Acido Glutamico 38,74+0,72° | 42,45+-0,03" | 40,57+0,29° | 43,42+0,16"
Glicina 2,710,001 | 3,04+0,02° | 3,93+0,002° | 3,38+0,01¢
Prolina 5,33+0,02° | 5,62+0,06° | 5,73+0,001° | 6,19+0,01°
Arginina 5,87+0,11° 4,78+0,07° | 4,91+0,02° 5,02+0,01°

*Alanina ¢ um aminodacido ndo essencial. p<0,05. ANOVA, post-hoc Tukey. Letras
denotam diferenca estatistica entre caseinofosfopeptideos (CPP) de colunas

diferentes.
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Entre os aminoacidos essenciais presentes, apesar de haver diferencas

significativas em termos de teor de acordo com o tempo e temperatura de hidrélise,
nao ha relevancia nutricional.

Interessante e notavel foi a elevada concentracéo de acido glutamico e serina,
provavelmente fosforilada, dentre 0s aminoacidos ndo essenciais detectados,
indicando e uma vez mais corroborando com os resultados anteriores que indicam
éxito metodologico de obtencdo de CPP. Em contraste, teores significativamente
reduzidos foram observados para a cisteina, 0 que era de se esperar, uma vez que

este encontra-se preferencialmente no soro do leite.
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Ainda em relacido aos aminoacidos ndo essenciais, maior quantidade de acido
aspartico foi registrada para o CPP 2h/37°C, em contraste com a fragdo 4h/50°C, na
qual esse aminoacido foi detectado em niveis pelo menos seis vezes inferiores
(Tabela 4). Para os demais aminoacidos n&o essenciais, mesmo com diferenca
estatistica significativa, nutricionalmente, essas diferengas encontradas sé&o
relativamente semelhantes.

Asparagina e glutamina sdo aminas derivadas dos acidos aspartico e
glutdmico, respectivamente. Durante uma hidrolise acida, como a ocorrida no
processo usado neste trabalho, ha clivagem de ligacbes aminas € a asparagina €
convertida em acido aspartico enquanto a glutamina passa a acido glutdmico. Assim,
a quantidade de acido aspartico presente corresponde ao total de asparagina e,

similarmente, ocorre com a glutamina.

4.2 ENSAIOS COM LEUCOCITOS HUMANOS
4.2 1. Toxicidade

A realizacdo de ensaios bioldégicos com células humanas exige testes
preliminares para avaliagdo de sua toxicidade. Neste contexto, o ensaio que utiliza o
corante Azul de Trypan € muito util, pois permite observar seu efeito sobre as células
em estudo, as quais, possuindo membrana citoplasmatica integra, com preservagao
da sua permeabilidade seletiva, excluem o corante (Merchant, Kahn; Murphy, 1964).
Desta forma, células viaveis, apds alguns minutos em contato com o corante,
apresentam-se incolores, esféricas e refringentes, enquanto que as células mortas
ou inviaveis coram-se em azul. Neste trabalho, o teste com o corante Azul de Trypan
foi utilizado ndo sé para monitorar a viabilidade das células, como também para
avaliar a toxicidade dos CPP sobre leucdcitos humanos.

Em um primeiro momento, os leucocitos obtidos de sangue periférico de
voluntarios sadios foram divididos em duas populag¢des, GNC e MNC, ambos obtidos
apos centrifugacdo com gradiente de densidade. Todas as amostras apresentaram
>90% de células viaveis apds o processo de isolamento, independente da fracdo em

analise.
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Com o objetivo de avaliar sua toxicidade, GNC foram expostos a
concentragdes indicadas de caseina, caseinato de sddio e os quatro diferentes CPP
e, seus efeitos investigados sob microscopia de luz, apds duas horas de incubacgéo a
37°C. Esse periodo de incubacdo corresponde ao tempo necessario para a
realizagcdo dos ensaios de adesdo celular e quimiotaxia. Os resultados,
apresentados na Figura 17, foram normalizados em relacdo aos controles,
constituidos de populagdes ndo expostas a nenhuma das substancias em estudo,
adotando-os como 100% de viabilidade celular.

Para GNC, todas as concentragcbes utilizadas de caseina (Figura 17-A),
caseinato de sodio (Figura 17-B) ou das quatro fragdes de CPP (Figura 17-C, 17-D,
17-E e 17-F), apresentaram comportamento semelhante, ndo sendo evidenciado
nenhum efeito téxico, com > 95% de viabilidade celular, mostrando, portanto, serem
seguros as células nos ensaios biolégicos pretendidos, corroborando com a
literatura (Jaziri et al., 1992). H4, também, estudos que avaliaram a toxicidade de
CPP em diversos tipos celulares e em diferentes concentra¢des, demonstrando que
tanto o caseinato de sédio quanto os seus hidrolisados ndo induzem alteragdo da
membrana celular quando testados com Azul de Trypan (Phelan et al., 2010).

Esses resultados também s&o compativeis com estudos sobre os efeitos de
CPP na dieta humana, onde observou-se a inexisténcia de toxicidade para a saude
dos individuos (Teucher et al., 2006). Contudo, trabalhos sobre a seguranca da
ingestdo de peptideos sobre a saude humana séo escassos (Schaafsma, 2009),
pois a maioria das pesquisas com CPP concentra-se na sua eficacia dietética e nao

na sua seguranca.

4.2.2 Expressao de moléculas de adeséao

A citometria de fluxo € um método bastante utilizado para investigar a
presenca de moléculas sobre a superficie celular. Neste trabalho, esse método foi
utilizado para observar os efeitos dos diferentes lotes de CPP sobre a expresséo das
integrinas LFA-1, VLA-4 e VLA-5 em leucdcitos humanos, uma vez que essas, entre
outras moléculas de adesdo, sdo empregadas pelos leucédcitos para deixar a

corrente sanguinea e se moverem através do espaco intersticial em resposta a
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FIGURA 17 - EFEITO DA CASEINA BOVINA, CASEINATO DE SODIO E DOS CASEINOFOSFOPEPTIDEOS SOBRE A
VIABILIDADE DE GRANULOCITOS HUMANOS. Granulécitos (10°) obtidos de sangue periférico de voluntarios sadios, apos
isolamento em gradiente de densidade, foram expostos as concentragdes indicadas de caseina (A), caseinato de sédio bovino (B) e
lotes dos diferentes CPP (C a F) como indicado. Os resultados representam a média + DP, em porcentagem, de células viaveis
verificada pelo teste com Azul de Trypan apés normalizagdo dos dados em relagdo ao controle (n=3; p<0,05, ANOVA, post hoc,
Tukey).
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estimulos inflamatérios (Lopez-Hoyos et al.,, 1999). O estudo do padréo de
expresséo de MA frente a CPP é central para o entendimento de sua agéo no
organismo humano, principalmente quando envolve processos inflamatérios
patoldgicos.

Para tanto, leucocitos humanos foram marcados com anticorpos monoclonais
especificos para esses antigenos apos serem expostos por 1 hora, a 37°C, a CPP
na concentracdo de 1%. A Figura 18 ilustra a estratégia utilizada para essa analise,
onde janelas especificas foram tragcadas, baseadas no tamanho celular (FSC —
forward side scatter) e na complexidade interna (SSC — side light scatter) distintas
para cada populacdo de células (Civin; Loken, 1987), onde R1 especifica a janela

para linfécitos, R2 para mondécitos e R3 para granulécitos.

e

Complexidade Interna

Tamanho celular

FIGURA 18 - ESTRATEGIA DE SELEGAO DAS DIFERENTES
POPULAGOES DE LEUCOCITOS PARA AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE
MOLECULAS DE ADESAO POR CITOMETRIA DE FLUXO. O gréfico
representa as populagdes de leucdcitos analisados por citometria de fluxo
obtidas de sangue periférico, onde as caracteristicas de complexidade interna
(SSC-H) e tamanho celular (FSC-H) foram utilizadas para distinguir cada
populacdo e definir as regibes para analise da expressdo de moléculas de
adesdo. R1 denota a regido delimitada para linfécitos, R2 para monécitos € R3
para granuldcitos, onde cada ponto representa uma célula detectada no
sistema. Grafico de um experimento representativo.
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Em todas as determinacgdes citométricas, um minimo de 10* células foram
analisadas e a linha limite de detec¢do baseou-se na maxima coloracdo obtida com
a mesma populagado, porém sem estar marcada com o anticorpo monoclonal. Foram
consideradas células positivas aquelas que expressaram fluorescéncia acima de 1%
da linha limite. Os dados foram analisados usando o programa WIinMDI 2.8 e os
resultados estdo apresentados como a porcentagem média de expressdo para as
célulastDP. Exemplos de histogramas analisados para a expresséo de LFA-1, VLA-
4 e VLA-5 em linfocitos, mondcitos e granuldcitos estdo demonstrados nas Figuras
19 e 20.

Como demonstrado na Tabela 5, tanto linfébcitos como monécitos e
granulécitos exibem elevada expressao de LFA-1. Para VLA-4, linfécitos e mondocitos
tém também expressdo elevada, em contraste com discreta expressdo em
granulécitos. Em relagdo a VLA-5, apenas mondcitos a expressam de forma
marcante, sendo muito discreta em linfocitos e praticamente ausente em
granulécitos.

Quando se avaliou os efeitos da exposicéo das células aos CPP em relagéo a
LFA-1, nenhuma alteracido nos niveis de expressdo foi observada, demonstrando
que os CPP em estudo n&o interferem na sua expresséo.

Em relagéo a expressao de VLA-4, foi observado que o CPP 2h/37°C levou a
diminuicdo significativa (p<0,05) de sua expressdo em linfécitos em relagdo a
populagédo controle, enquanto o CPP 2h/50°C diminuiu, também de forma
significativa, a expressdo dessa integrina em granulocitos, ambos quando
comparados as populagbes nao tratadas (controle). Ja o caseinato de sodio e os
CPP 4h/37°C e 4h/50°<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>