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RESUMO - Peptideos bioativos tém sido estudados extensivamente para elucidar seu
potencial biologico e influéncia benéfica sobre o corpo humano. Estudos recentes
relataram que fracGes de proteinas hidrolisadas apresentaram grande potencial quanto a
capacidade de inibir processos de diferenciacéo celular e acimulo de lipideos em células
adipdcitas. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da concentracdo e das
fracOes de peptideos obtidas por ultrafiltracdo de uma mistura binaria de proteinas do soro
de leite e da clara de ovo hidrolisadas com a preparacdo comercial de proteases
Flavourzyme 500L® sobre a supressdo do acumulo relativo de lipideos (ARL) em células
pré-adipocitas 3T3-L1. Os hidrolisados proteicos foram utilizados na suplementacdo do
meio de cultivo das células pré-adipocitas 3T3-L1 em concentragcdes variando de 400 a
1400ppm. Os hidrolisados foram ultrafiltrados para obtencéo de trés fracdes: 1) <30 kDa,
I1) <10 kDa e Il1) <3 kDa. Na avaliacdo do efeito da concentracdo dos hidrolisados, foi
obtida maior porcentagem de supressdo do ARL (47,93%) quando as celulas 3T3-L1
foram tratadas com os hidrolisados na concentracdo de 1200ppm. A ultrafiltraco mostrou
que as fragdes de massas moleculares inferiores a 30 kDa exerceram forte influéncia sobre
a supresséo do ARL.

1. INTRODUCAO

Peptideos bioativos de proteinas alimentares tém sido estudados extensivamente ao longo da
ultima década para elucidar seu potencial bioldgico e influéncia sobre os principais sistemas do corpo
humano: digestivo, cardiovascular, nervoso e imunoldgico. Alguns peptideos bioativos apresentam
atividades biolégicas com impacto positivo sobre a saude, dentre as quais podemos citar: atividade
antimicrobiana, antihipertensiva, antioxidante, anticancerigena, antiadipogénica e imunomoduladora,
portanto tém perspectivas de serem incorporados como ingredientes em alimentos funcionais,
nutracéuticos e medicamentos, onde essas bioatividades podem ser aliadas no controle e prevencao de
doencas (Zhang et al., 2010; Tsou et al., 2010a; Tavares et al., 2011).
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A obesidade é resultado de um desequilibrio entre a ingestdo e a real necessidade de energia,
levando a um crescimento patolégico de células adipdcitas (Aoyama et al., 2000). A quantidade de
tecido adiposo pode ser controlada por inibicdo da adipogénese em células precursoras ou pré-
adipdcitas, como os pré-adipdcitos 3T3-L1, que sdo os modelos mais bem caracterizados para o
estudo de adipogénese. Muitos fatores de transcricdo estdo envolvidos na diferenciacdo de células
pré-adipocitas em adipdcitos, e a inibicdo ou regulacdo destes fatores pode levar a uma diminuicéo do
acumulo de gordura no organismo (Tsou et al., 2010a). A glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH) é
uma enzima que ocupa uma posicao chave no metabolismo da glicose, e esta ligada a biossintese de
fosfolipideos e triglicerideos (Harding et al., 1975, Tsou et al., 2010a). A supressdo da atividade
GPDH pode resultar na inibicdo da diferenciacdo bem como na reducdo do acimulo de lipideos em
células 3T3-L1, assim a determinacdo da atividade desta enzima pode ser empregada para avaliar o
efeito antiadipogénico (Hirai et al., 2005). Outra enzima envolvida no processo de adipogénese é a
acido graxo sintetase (FAS), a qual participa da sintese enddgena de acidos graxos saturados de
cadeia longa a partir dos precursores acetil-CoA e malonil-CoA (Rahman et al., 2008; Maier et al.,
2008). Tem sido relatado que certas fragdes de proteinas hidrolisadas possuem a capacidade de inibir
a acdo destas enzimas, regulando assim o processo de diferenciacéo celular e o acimulo relativo de
lipideos. De acordo com Kim et al. (2007), estes hidrolisados apresentam grande potencial em
tratamentos antiobesidade por diminuirem o acimulo de gordura no organismo.

Uma das formas mais comuns e rentaveis de produzir peptideos bioativos é através da hidrolise
enzimatica de proteinas (Hernandez-Ledesma et al., 2011). Esse processo oferece algumas vantagens,
como: emprego de enzimas em concentragcbes muito baixas, reacfes rapidas em condi¢des suaves e
alta especificidade, gerando um produto livre de residuos quimicos e com melhores propriedades
funcionais e nutricionais (Adler-Nissen, 1981).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antiadipogénica de uma
mistura binaria de proteinas do soro de leite e da clara de ovo hidrolisadas com a preparagédo
comercial de proteases Flavourzyme 500L® durante o processo de diferenciacdo de células pre-
adipdcitas 3T3-L1. Estudos envolvendo a concentracdo mais adequada dos hidrolisados proteicos e
das diferentes fracdes obtidas por ultrafiltracdo na supressdo do acumulo relativo de lipideos foram
investigados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Protease

A protease comercial Flavourzyme® 500L de Aspergillus oryzae (Novozymes e
comercializada pela Sigma Aldrich) foi utilizada para obtencéo dos hidrolisados proteicos.

2.2. Obtencao dos hidrolisados proteicos

Para obtencdo dos hidrolisados proteicos, foi utilizada uma mistura binaria de proteinas do
soro de leite e proteinas da clara de ovo em iguais propor¢cdes. Amostras de 50 mL das solucbes de
proteinas 10,0% (p/v) e protease Flavourzyme 500L (50 U por mL de mistura reacional) foram
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incubadas em pH 5,0 em banho-maria a 50°C sob agitacdo de 100 rpm durante 2h. Apds a hidrolise,
as solugdes foram submetidas a tratamento térmico (100°C por 20 min) para inativacdo das proteases.
As amostras foram centrifugadas a 17.000 x g a 5°C por 20 min e os sobrenadantes contendo os
peptideos bioativos foram coletados, congelados e liofilizados para os estudos de supressdo do
acumulo relativo de lipideos em células pré-adip6citas 3T3-L1.

2.3. Inibicdo do acumulo relativo de lipideos em células 3T3-L1: efeito anti-adipogénico

Cultivo das células e tratamento com os hidrolisados: As analises foram realizadas no
Laboratério de Regeneracdo Nervosa, Departamento de Anatomia, Biologia Celular e Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas. Para verificacdo do efeito
anti-adipogénico dos hidrolisados proteicos foi utilizada cultura de células 3T3-L1 (pré-adipdcitos),
proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As
células pré-adipdcitas 3T3-L1 foram semeadas em uma placa de 24 pocos a uma densidade de 103
celulas/pogo. As células foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C em estufa com atmosfera de CO, (5,0%). Para
inducdo da diferenciacao, apos 48h de cultivo e atingida a confluéncia, as celulas pré-adipdcitas 3T3-
L1 foram estimuladas durante 48 horas com 3-isobutil-1-metilxantina (0,5 mM), dexametasona
(0,2uM) e insulina (10 pg/mL em DMEM suplementado com soro fetal bovino (10,0%) (fase de
diferenciacdo). Em seguida, as células pré-adipdcitas foram mantidas com aplicacdo de meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino (10,0%) e 10 pg de insulina/mL a cada 48h durante 6 dias. O
efeito anti-adipogénico dos hidrolisados foi avaliado segundo a supressdo do acumulo relativo de
lipideos (RLA) (Green e Kehinde, 1975) nas células 3T3-L1. O tratamento consistiu na aplicacdo dos
hidrolisados proteicos durante o inicio da fase de diferenciacdo (2 dias pdés confluéncia) e a cada 2
dias, até ao final dos experimentos no 8° dia. Para verificacdo da influéncia dos peptideos
provenientes da preparacdo enzimatica de proteases, testes preliminares foram realizados, onde as
células pré-adipdcitas 3T3-L1 foram tratadas com a prepara¢do enzimatica na mesma concentracao
utilizada para obtencdo dos hidrolisados proteicos (50 U mL™) previamente inativada em banho em
ebulicdo por 20 min.

Determinacdo do acumulo relativo de lipideos (ARL) em células 3T3-L1: No 6° dia apds a
diferenciacdo (8° dia de tratamento), as células 3T3-L1 foram coradas com Oil Red para determinacéo
do contetdo de lipideos intracelulares ou de triglicerideos (Green e Kehinde, 1975). As células foram
fixadas com formaldeido (10,0 %) durante 1 h a temperatura ambiente. Apos a fixacao, as células
foram lavadas duas vezes com isopropanol (60,0%) e corada com uma solucéo de Oil Red (0,3%) em
isopropanol durante 15 min a temperatura ambiente. A solugdo de Oil Red foi removida e 0s pocos
lavados quatro vezes com agua destilada. Apos a lavagem, adicionou-se 1,5mL de isopropanol
(100,0%) para dissolucdo completa do complexo contendo os lipideos intracelulares, triglicerideos e o
Oil Red. A absorbéancia do complexo medida a 540nm é proporcional a concentracdo de lipideos
presente em cada amostra. O ARL (%) foi expresso como a relacdo entre a absorbancia da cultura de
células tratadas com os hidrolisados proteicos e culturas controle (onde os hidrolisados ndo foram
aplicados).
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Efeito da concentracdo dos hidrolisados proteicos sobre o0 acimulo relativo de lipideos
(ARL): A mistura binaria contendo proteinas do soro de leite e da clara de ovo hidrolisados foi
avaliada em concentrages variando de 400 a 1400 ppm.

Fracionamento dos hidrolisados por ultrafiltracdo: A amostra hidrolisada contendo a
mistura binaria de proteinas do soro de leite e da clara de ovo, na concentragdo mais adequada
para supressdo do ARL, foi submetida a ultrafiltracdo. O fracionamento foi realizado utilizando
tubos de centrifuga para ultrafiltragdo com membranas de corte (MWCO) de massas moleculares
de 30, 10 e 3 kDa (Millipore Corporation® membranas de ultrafiltracdo, Billerica, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que as células pré-adip6citas 3T3-L1 tratadas com a
preparacdo de proteases previamente inativada ndo apresentaram diferengas significativas quando
comparados aos ensaios onde as células ndo foram tratadas, portanto, os peptideos gerados pela
presenca da enzima ndo apresentaram influéncia sobre a supresséo do ARL (dados nao
apresentados).

O aumento na concentracdo das amostras de hidrolisados contendo a mistura binaria de
proteinas do soro de leite e da clara de ovo aumentou a supressdo do ARL nas células 3T3-L1,
alcancando niveis maximos de supressdo de 47,93% na concentracdo de 1200ppm (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da concentracdo da mistura binaria de proteinas do soro de leite (1/2) e da
clara de ovo (1/2) hidrolisadas sobre a supressdo do ARL (%) em células pré-adipécitas 3T3-L1
durante diferenciacéo.
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Os hidrolisados da mistura binaria contendo proteinas do soro de leite e da clara de ovo
foram ultrafiltrados para obtencéo de trés fracfes: 1) permeado 30 kDa (< 30 kDa), 1) permeado
10 kDa (< 10 kDa) e IlI) permeado 3 kDa (< 3 kDa). Os valores de ARL (%) nas células pré-
adipocitas 3T3-L1 tratadas com as fragdes ultrafiltradas foram avaliados comparativamente com
o0s resultados obtidos para os tratamentos realizados com os hidrolisados ndo fracionados e ao
controle, onde ndo houve tratamento (100,0% de ARL). Verificou-se que as células 3T3-L1
apresentaram ARL entre 52,07 e 83,75%, resultando em supressdo maxima de 47,93% quando
tratadas com a amostra ndo fracionada (Figura 2). Os valores de ARL (%) obtidos nos
tratamentos com as fragdes ultrafiltradas mostraram que ha uma forte contribuicdo dos peptideos
de massas moleculares inferiores a 30 kDa sobre a supressdo do acimulo relativo de lipideos nas
células 3T3-L1 (Figura 2). E valido ressaltar, que estes resultados indicaram que a hidrolise
enzimatica com a protease comercial Flavourzyme 500L resultou em hidrolisados com
distribuicdo equilibrada de tamanho de peptideos e alta atividade antiadipogénica. Assim, 0 uso
de ultrafiltracdo como um passo subsequente para obtencdo de fracdes concentradas torna-se
opcional, sendo um aspecto positivo para o processo. E valido ressaltar que a atividade biologica
de proteinas e de seus hidrolisados esta fortemente ligada a sequéncia e presenca de aminoacidos
especificos, ndo restringindo assim, a supressdo do ARL nas celulas pré-adipocitas 3T3-L1
somente ao tamanho dos peptideos presentes em cada fracao.
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Figura 2 — ARL (%) para as células pré-adipdcitas 3T3-L1 tratadas com diferentes fragdes dos
hidrolisados de proteinas do soro de leite e da clara de ovo obtidas apés ultrafiltracdo.
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A ultrafiltragdo pode ser utilizada para refinar, fracionar e obter peptideos de forma mais
concentrada e em tamanhos selecionados, no entanto ha relatos que reportam aumento ou
diminuicdo de atividades biologicas nas fracdes obtidas. Picot et al. (2010) estudaram a aplicacdo
de ultrafiltragdo e nanofiltragdo com o intuito de verificar o impacto sobre a estabilidade e
atividades biolégicas de peptideos bioativos obtidos por hidrélise enziméatica de proteina de
peixe. Os resultados obtidos mostraram que o fracionamento ndo gerou aumento ou até mesmo
diminuiram as atividades antioxidante e anti-hipertensiva. Bernardini et al. (2012) estudaram o
impacto do fracionamento por ultrafiltracdo de hidrolisados de proteinas sarcoplasmaticas de
carne bovina obtidos por hidrolise com papaina. Foi observado que a capacidade de quelar Fe2*
(atividade antioxidante) aumentou significativamente na fracdo obtida por UF em membranas de
10 kDa. Gomez-Guillén et al. (2010) mostraram que a atividade antioxidante de hidrolisados de
gelatina aumentou até 62% quando fracionados em membranas de 1 kDa. Tsou et al. (2010a)
estudaram a aplicacdo de uma preparacdo comercial de proteases (Flavourzyme) na obtengéo de
hidrolisados proteicos de soja e avaliaram a capacidade antiadipogénica de fracbes dos
hidrolisados submetidos a ultrafiltracdo. Os resultados obtidos revelaram que a hidrolise limitada
de proteina isolada de soja permitiu a obtencdo de hidrolisados com grande capacidade
antiadipogénica, e que as fragdes obtidas por ultrafiltracdo inibiram mais eficientemente a
atividade de glicerol-3-fosfato desidrogenase GPDH, sendo a fracdo obtida com membranas de 1
kDa, a mais efetiva (59% de inibi¢do). Tsou et al. (2010b) estudaram o efeito antiadipogénico de
hidrolisados de proteina isolada de soja apds tratamento enzimatico com Neutrase e o efeito do
fracionamento por ultrafiltracdo sobre a bioatividade. Assim como no estudo anterior, 0S
resultados mostraram que peptideos com massa molecular reduzida (entre 1300 e 2200 Da) foram
mais efetivos na inibicdo da atividade GPDH.

4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a hidrélise enzimatica utilizando a preparagéo
comercial de proteases Flavourzyme® 500L e uma mistura binaria contendo protefnas do soro de
leite e da clara de ovo, apresentou influéncia positiva sobre a supressdo do acumulo relativo de
lipideos em células pré-adipocitas 3T3-L1 durante a diferenciagdo. O maior nivel de supressao do
ARL (%) foi de 47,93% quando as células 3T3-L1 foram tratadas com a mistura de proteinas do
soro de leite e da clara de ovo hidrolisadas na concentracdo de 1200ppm. A ultrafiltracdo mostrou
que fracdes de massas moleculares inferiores a 30 kDa exerceram forte influéncia sobre a
supressdo do ARL.
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