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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades mutagénicas/antimutagénicas e
expressdo génica da HSP-70 em camundongos com dietas a base de hidrolisados
proteicos de soro de leite. Os hidrolisados foram produzidos a partir do concentrado
protéico do soro de leite submetido a hidrolise com diferentes sistemas enzimaticos
(alcalase, flavourzyme e pancreatina), em grau de hidrolise de aproximadamente 20%.
A composicdo centesimal foi realizada pelos métodos descritos pela AOAC e o perfil
aminoacidico, em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
derivatizacéo pré-coluna. Os animais receberam a dieta testes (12% proteina) por 15
dias e no 15° dia foram induzidos a lesédo mutagénica por ciclofosfamida e sacrificados
no 16° dia. A atividade mutagénica/antimutagénica dos hidrolisados foi determinada
pelo teste do micronicleo em medula 6ssea. A expressdo da proteina HSP70 foi
mensurada no figado dos animais por imunodeteccao através de “western blot”. Foram
obtidos hidrolisados com concentragéo proteica de 89.64 + 0.56, 89.31 + 0.64 e 88.36
+ 0.65, a partir da hidrélise com alcalase, pancreatina e flavourzyme, respectivamente.
Em nenhum dos produtos testados foi verificada atividade mutagénica. A atividade
antimutagénica foi detectada nos animais que receberam os hidrolisados obtidos por
flavourzyme e alcalase (28.54% e 27.57%, respectivamente). A partir da expressao da
HSP-70, confirmou-se estresse nos animais submetidos a injecao intraperitoneal,
sendo observada reducdo da expressdo da HSP70 em todas as fontes proteicas
utilizadas. A partir dos dados obtidos pode-se concluir que a hidrélise enzimatica por
alcalase e flavourzyme resultou em efeito antimutagénico e, todas as fontes proteicas

foram eficientes no controle da expressao da HSP.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the mutagenic/antimutagenic properties and
gene expression of HSP-70 in mice with diets based on whey protein hydrolysates. The
hydrolysates were produced from the concentrate of whey protein subjected to
enzymatic hydrolysis with different systems (alcalase, flavourzyme and pancreatin),
degree of hydrolysis about 20%. The percentage composition was performed by
methods described by the AOAC and the amino acids profile in high-performance liquid
chromatography (HPLC). The animals received the est diet for 15 days (protein 12%)
and in 15™ day were induced to mutagenic lesion by cyclophosphamide and sacrificed
in 16" day. The mutagenic / antimutagenic activity of the hydrolysates was determined
by the micronucleus test in bone marrow. The expression of HSP70 protein was
measured in the liver of animals by immunodetection by western blot. Were obtained
hydrolysed with protein concentration of 89.64 + 0.56, 89.31 + 0.64 and 88.36 * 0.65,
by hydrolysis with alcalase, flavourzyme and pancreatin, respectively. From the
expression of HSP-70, stress in animals subjected to intraperitoneal injection was
confirmed and in all the protein sources used there was reduced expression of HSP70.
From the data obtained it can be concluded that the enzymatic hydrolysis by alcalase
and flavourzyme resulted in antimutagenic effect (28,54% and 27,57%, respectively),

and all protein sources were effective in controlling HSP expression.

INTRODUCAO

A hidrélise enzimatica de concentrado ou isolado proteico do soro de leite
bovino tem sido utilizada como ferramenta para obtencdo de novos ingredientes
alimenticios com alegacdo de propriedade de saude. Dependendo do grau de
hidrélise, os hidrolisados protéicos resultam em peptideos de composicéo e tamanhos
variados, o que pode resultar em efeitos fisiologicos benéficos (PACHECO et al.,
2008). A partir desses efeitos, alguns peptideos sédo utilizados no desenvolvimento de
suplementos alimentares para uso em algumas condi¢cbes clinicas como alergias
alimentares, doencas degenerativas e cancer.

Estudos com animais mostraram que essas proteinas apresentam atividades
anticarcinogénicas e antimutagénica. Elas apresentam essas propriedades por
aumentarem a concentracdo de GSH em tecidos relevantes, ja que a geracdo de
radicais livres representa frequentemente um fator critico na carcinogénese
(HONGSPRABHAS et al., 2011; BOUNOUS, 2000).
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As “heat shock proteins” (HSPs) sdo conhecidas como proteinas do estresse.
Trata-se de um sistema natural de defesa enddgena que € capaz de proteger e
reparar danos. Esse sistema é ativado no momento em que ocorre qualquer alteracao
na homeostase organica, incluindo aumentos na temperatura, producdo de espécies
reativas de oxigénio, isquemia, hipoxia e privacdo de glicose, entre outros tipos de
estresse fisioldgico (SILVER & NOBLE, 2011; MORIMOTQO, 1998). Elas auxiliam a
sintese de novas proteinas, conservando e mantendo sua forma estrutural (BURG et
al., 2007), sendo consideradas essenciais no processo de recuperacdo celular.
Evidéncias experimentais indicam que o aumento da disponibilidade de glutamina as
células pode aumentar a expressdo das HSPs e a capacidade da célula em resistir a
lesbes (SANDRES & KON, 1991). Neste contexto, o trabalho teve como objetivo
avaliar as propriedades mutagénicas/antimutagéncias e expressao génica da HSP-70

em animais alimentados com dieta a base de hidrolisados de proteinas soro de leite.

MATERIAL E METODOS

O isolado proteico de soro de leite (IPS- PROVON®Protein/Glanbia Nutritionals
Inc.) foi utilizado como matéria-prima para hidrélise. Enzimas utilizadas: 1) alcalase
(Bacilluslicheniformis, atividade 2,4 pg* proteina), 2) flavourzyme 1000L
(Aspergillusoryzae, atividade 500 pg™* proteina), 3) pancreatina (pancreas porcine,
atividade 4xUSP). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou

cromatografico. Ciclofosfamida (CPA/ Sigma, St. Louis, MO-US).

Caracterizacdo do isolado protéico de soro de leite (IPS)
Determinacao de Umidade, Proteina Total, Cinzas, Li  pideos e Acucares.

Segundo metodologia descrita por Horwitz (2010), sendo utilizado o fator para
conversdo do N para a proteina de 6,38. A determinacdo do teor de aguUcares da
amostra foi realizada por HPLC, segundo metodologia descrita por Burgner & Feinberg
(1992).

Determinacao de aminoacidos totais e Triptofano

Os aminoécidos apos a hidrolise &cida (HCI 6N/ 110°C, 22h) das amostras
foram derivativados com fenil isotiocianato e analisados por cromatografia liquida
utilizando: coluna de fase reversa Shimadzu HPLC e deteccdo a 240nm (HAGEN et
al., 1989). A quantificacéo foi baseada numa mistura padrdo de aminoacidos (standard
H/Pierce/P/N 20088). A determinacdo de triptofano foi feita segundo metodologia
descrita por Spies (1967).
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Hidrolise enzimatica

Foi utilizado o método do pHstat (volume de base consumida) descrito por
Adler-Nissen (1986)

A Tabela 1 apresenta as condicbes de ensaio utilizadas no pH-stat, para a
hidrélise do IPS, sendo as condi¢des foram otimizadas previamente. Em seguida, 0s

hidrolisados foram liofilizados.

Tabela 1. Condicbes utilizadas para hidrdlise do isolado protéico de soro de leite.

Enzima pH Relagao E/S* Temp()f(r:?tura

Alcalase 8,0 1% 60

Pancreatina 8,0 4% 40
Flavourzyme 6,7 2,6% 55

*E/S= relacdo enzima/substrato, quantidade de enzima (%) utilizada em relacdo ao substrato
Ensaio Bioldgico
Animais
Para analises in vivo, foram utilizados camundongos machos Swiss, com 6-7

semanas de idade e 25159 escolhidos de forma randémica, provenientes do Biotério
Central da UNIFAL-MG, onde permaneceram durante todo o periodo experimental. Os
animais foram mantidos sob condicdes controladas (fotoperiodo de 12h e temperatura
de 22+2° C), recebendo racdo e agua ad libitum.
Preparo da Dieta

As dietas foram elaboradas conforme o “American Institute of Nutrition” (REEVES
et al., 1993). Os animais foram mantidos em dietas AIN-93G modificadas, formuladas
com uma unica fonte de proteina, sendo os hidrolisados, a caseina ou o IPS, com
concentracao de proteina bruta de 12 %.
Teste do micronucleo

Para delineamento experimental, os grupos 1 (controle positivo), 2 (controle
negativo) receberam dieta contendo isolado protéico do soro de leite (IPS) e os grupos
9 (controle positivo) e 10 (controle negativo) receberam dieta como fonte protéica a
caseina (12%). No 15°dia do experimento, 24 horas antes da eutandsia, o controle
negativo e positivo receberam dose Unica de NaCl 0,9% e a substancia mutagénica, a
ciclofosfamida (CPA) 50 mg/kg pc, respectivamente. Os grupos 3, 4 e 5 receberam
dietas contendo hidrolisados IPS com alcalase, pancreatina e flavourzyme,
respectivamente, e ao final do experimento (15° dia) aplicagdo de CPA 50 mg/kg pc.

Esses grupos permitiram a avaliacdo do efeito protetor da proteina teste, enquanto os
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grupos 6, 7 e 8 receberam dieta contendo hidrolisados a partir de alcalase,
pancreatina e flavourzyme respectivamente,e ao final do experimento aplicacdo de
NaCl 0,9%, a avaliacdo do seu efeito mutagénico. Apds 24 horas da aplicacdo de CPA
e NaCl os animais foram sacrificados. O método utilizado para o sacrificio foi o que
induz a perda rapida da consciéncia e morte sem dor e estresse. Logo em seguida do
sacrificio, a medula 0ssea dos animais foram coletadas utilizando soro fetal bovino e
os dois fémures de cada individuo. O material da medula éssea re-suspendido em
soro fetal bovino foi centrifugado, por 5 minutos, a 1000rpm, e o sobrenadante
descartado. O sedimento foi re-suspendido em 0,5ml de soro fetal bovino. Foram
preparadas duas laminas (esfregagos) de cada animal, seguindo o protocolo de
coloracéo de acordo com a metodologia descrita por McGregor et al. (1987)
Avaliacdo da expressao génica da proteina HSP 70

A quantificacdo das “Heat Shock Proteins” (HSP 70), responsivas frente a
situacbes de estresse, foi realizada por imunodeteccdo por western blot segundo
MacPhee (2010). Fragmentos de figado dos camundongos foram utilizados para

doseamento dessas proteinas.
Analises Estatisticas

Para a elaboracdo dos modelos, foi utilizado software “Statistica: Basic
Statistics and Tables”, com a finalidade de assegurar a validade dos coeficientes
dentro de um nivel de confianca de 95%, através de andlises estatisticas apropriadas.
Apbs a analise estatistica dos coeficientes, foi realizada analise de variancia (ANOVA),
que consiste na avaliacdo do coeficiente de determinacdo (R?) e do Teste F,

verificando se o modelo apresenta um ajuste adequado dos dados experimentais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo da matéria-prima

O teor (g/100g) de proteina do isolado proteico de soro de leite foi de
aproximadamente 84,90% (base seca, 90,20%). A umidade de 5,86 +0,11, cinzas de
1,66 + 0,09, lipidios 0,9 + 0,0 e lactose 9,72 + 0,00. Conforme a Tabela 2, a
concentracdo de umidade, cinzas, lipidios e lactose est4 de acordo com a literatura
(CARVALHO-SILVA et al, 2012).

Caracterizacéo dos hidrolisados protéicos

A composicdo centesimal dos hidrolisados podem ser visualizadas na tabela 2:
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Tabela 2. Caracterizagdo fisica e quimica parcial dos hidrolisados e isolado proteico

de soro de leite (IPS) em base seca.

Determinacdes Hidrolisado
(9/1009)* Alcalase Pancreatina Flavourzyme PS
Umidade 4,90 + 0,22 9,68 +0,17 5,26 + 0,13 5,86 +0,11
Cinzas** 11,44 +£0,13 11,84 +0,12 15,22 £ 0,07 1,76 +0,09
Proteinas** 79,75 £ 0,56 76,80 + 0,65 72,09 + 0,64 90,18+0,22
Aminoécidos (g/100 g proteina)
Ac. Aspértico 7,99 7,83 7,51 11,09
Ac. Glutamico 18,82 18,73 20,87 18,18
Serina 3,67 3,59 4,01 4,69
Glicina 1,19 1,19 1,15 1,48
Histidina 1,12 1,14 1,09 1,95
Arginina 1,73 1,86 1,55 1,83
Treonina 5,54 5,26 6,41 7,09
Alanina 4,40 4,50 4,31 4,77
Prolina 4,89 4,89 5,42 6,03
Tirosina 2,45 2,28 1,92 2,64
Valina 4,31 4,43 4,66 577
Metionina 2,09 1,98 2,00 2,05
Cistina 2,20 2,79 2,79 2,30
Isoleucina 6,28 6,31 7,13 5,84
Leucina 9,49 9,57 8,40 9,54
Fenilalanina 2,58 2,44 2,06 2,78
Triptofano 1,63 1,68 1,36 2,08
Lisina 9,07 8,42 7,47 7,27
*média e estimativa de desvio padréo **yalores em base seca

O perfil dos aminoacidos do isolado protéico do soro de leite apresentou
predominancia dos aminoacidos (g/100g de proteina) de cadeia ramificada (21,15%) e
acido glutamico (23,18%). Com relacdo ao perfil aminoacidico dos hidrolisados,
pequenas reducbes foram detectadas apos a hidrdlise, dentre elas o &cido aspétrtico,
histidina e valina. Contudo, essas alteragdes ndo afetaram a qualidade nutricional dos

hidrolisados e ainda atestaram que as condi¢des utilizadas no processo de hidrélise
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foram adequadas para manter a qualidade dos aminoacidos. (Tabela 2). Os
aminodcidos sulfurados superaram a recomendacdo da FAO/WHO (1989) de 2,5

0/100g, para criangas de 1 a 5 anos.

Avaliagdo Antimutagénica

Durante o experimento os animais foram pesados e o consumo de racéo
controlado. Nao houve variacdo do peso corporeo e do consumo de racdo entre 0s
grupos experimentais, durante o periodo de estudo. Tais resultados indicam que o
consumo das dietas, em diferentes concentracdes, néo interferiu no desenvolvimento
dos animais. A % de reducéo, % MNPCE (eritrécitos policromaticos micronucleados) e
o numero de células analisadas de medula éssea de camundongos, apés a

administracéo das dietas experimentais, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: FreqUéncia de eritrocitos policrométicos micronucleados (MNPCEs) de
medula 6ssea de camundongos Swiss e % de reducdo dos grupos tratados com dietas
contendo isolado protéico de soro de leite (IPSL), caseina e hidrolisados obtidos a
partir de diferentes sistemas enziméaticos.

Tratamento NUumero de células analisadas % MNPCE % Reducéo
IPSL+CPA 12000 0,13
IPSL+NaCl 10000 0,01 -
Alcalase+CPA 12000 0,09

27,57
Alcalase+NaCl 10000 0,01
Pancreatina+CPA 12000 0,17
Pancreatina+NacCl 10000 0,02 -
Flavorzyme+CPA 12000 0,09
Flavorzyme+NaCl 12000 0,03 28,57
Caseina+CPA 6000 0,20 0
Caseina+NacCl 8000 0,01

CPA= ciclofosfamida

Considerando os valores de reducdo encontrados, pode-se destacar efeitos
protetores dos hidrolisados de Flavourzyme e Alcalase, uma vez que os valores
encontrados foram de 28,54% e 27,57%, respectivamente. O hidrolisado proveniente da

hidrolise por Pancreatina ndo apresentou redugdo do numero de micronucleos. .
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Avaliagcdo da expresséo da proteina HSP 70

Os resultados obtidos no presente trabalho (Figura 1) mostram que a injecéo
intraperitoneal de NaCl 0,9% e/ou de CPA provocaram aumentos significativos
(p<0,05) na expressao de HSP70 no figado, quando comparadas ao controle - animais
gque nao receberam injecao intraperitoneal de NaCl 0,9% e/ou CPA - sugerindo que o
procedimento elevou o estresse nos animais (Figura 2). Esse resultado é coerente
com o0s apontamentos da literatura de que a HSP é responsiva a lesdes
(WISCHMEYER et al., 2001). Observa-se também que a inje¢do intraperitoneal com
CPA elevou os niveis de HSP70 em cerca de 2 vezes além dos niveis provocados
pela injecao de NaCl. Possivelmente as células hepaticas foram afetadas pela CPA, e
a elevacdo de HSP70 é um recurso para manter a homeostase (GABAI E SHERMAN,

2002).
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Nivel relativo de HSP-70

Controle Alcalase |Pancreatinal IPS Flavourzym

Figura 1: Expressdo da “Heat Shock Proteins” (HSP70) em animais alimentados com dietas
contendo isolado protéico de soro de leite (IPSL), caseina e hidrolisados obtidos a partir de
diferentes sistemas enzimaticos. (alcalase, pancreatina e flavourzyme). *Diferencas

significativas  (p<0,05) s&o indicadas por letras diferentes. (Cont.= controle;

CPA=ciclofosfamida)

ApGs a injecdo intraperitoneal de NaCl 0,9% ou CPA, foi evidenciado aumento
nos niveis de HSP em todos os grupos. No entanto, nos grupos que receberam fontes
proteicas do soro de leite (isolado e hidrolisados) foi verificado controle da expressdo
da HSP, quando comparados ao grupo controle positivo, 0 que caracteriza um efeito

protetor.
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CONCLUSAO

Foram obtidos hidrolisados com alta concentracdo de proteinas e com
pouca variacdo no perfil aminoacidico. Em todas as fontes protéicas nao foi verificada
atividade mutagénica. A atividade antimutagénica foi evidenciada nos animais que
receberam os hidrolisados obtidos por flavorzyme e alcalase. A expressao da HSP-70
confirmou estresse nos animais submetidos a injecéo intraperitoneal de NaCl 0,9% e
CPA, quando comparados ao grupo que ndo sofreu os procedimentos experimentais.
No entanto, os maiores niveis de HSP foram detectados nos animais que receberam
CPA. Sugere-se para estudos futuros a investigacdo dos mecanismos de controle da

expresséo da HSP por agéo das proteinas do soro de leite.
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