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SUMARIO

Vérios estudos identificaram a presenca de um polipeptideo rico em prolina (PRP) no leite de ovelha
e de vaca e estudos subsequentes comprovaram o seu efeito positivo no tratamento do Alzheimer. Este
trabalho teve como objetivo investigar uma metodologia vidvel para determinar a presenca do aminoécido
prolina em produtos lacteos como leite, queijo e iogurte, para futura utilizacdo em leite humano.

Termos para indexagdo: prolina; produtos lacteos; alzheimer.

1 INTRODUCAO

Varios estudos demonstram a efica-
cia do aleitamento na promocgéo de salde da
crianca e reconhece o leite humano como o
alimento completo e ideal para os bebés. Os
conhecimentos cientificos atuais permitem
considerar o leite humano como o Unico ali-
mento capaz de atender de maneira adequada
a todas as peculiaridades fisiolégicas do me-
tabolismo dos lactentes, estando totalmente
adaptado as suas necessidades (RAMOS;
ALMEIDA, 2003).

Quando ndo ha uma boa nutricdo no
inicio da vida do bebé, os danos que resultam
dessa pratica podem ser irreversiveis, e podem
levar ao atraso no desenvolvimento da crianga,
como também alterar o seu potencial de cresci-
mento (CARVALHO; TAMEZ, 2005).

A composicéo do leite humano é muito
variada e pode ser influenciada por diversos

fatores como a genética, a nutrigdo materna
e 0 periodo de lactagdo. Também ocorrem
variagdes entre grupos étnicos e entre mulhe-
res. Em uma mesma mulher, sdo registradas
variagbes no decorrer da lactagdo, ao longo
do dia e durante uma mesma mamada (PIC-
CIANO, 2001; EMMETT; ROGERS, 1997;
CONI et al, 1990).

O colostro ¢ um fluido secretado pela
glandula mamaria na primeira semana apés
0 parto, que possui dez vezes mais caroteno
do que o leite maduro, o que Ihe confere uma
cor amarelo intensa (PATTON et al., 1990).
Fornece ao recém nascido grandes quantida-
des de anticorpos maternos, o que é particu-
larmente importante, uma vez que o sistema
imune da crianca nao estd completamente
desenvolvido nos primeiros meses (THAPA,
2005). Possui imunoglobulinas, principal-
mente 1gG e IgA secretora, que sdo derivadas
do soro e sintetizadas na glandula mamaéria. A
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1gA secretora é formada por componentes an-
tigénicos e secretor, sendo sintetizada a par-
tir de duas moléculas de IgA séricas ligadas
por pontes de dissulfeto. A concentracdo da
imunoglobulina secretora é elevada no colos-
tro, e por ser estavel a pH baixo e resistente a
enzimas proteoliticas, sobrevive no intestino
da crianca amamentada com leite materno,
fornecendo um defesa contra infec¢des cau-
sadas pela invasdo da mucosa por virus ou
bactérias (WORTHINGTON- ROBERTS;
WILLIANS, 1997).

As proteinas possuem importante pa-
pel na nutricdo do recém-nascido. Muitas
delas devido a funcdo imunoprotetora. O lei-
te humano é o que contém o menor teor de
proteinas, sendo o teor maior no colostro. As
proteinas do leite sdo divididas em caseina e
proteinas do soro. A maior quantidade de pro-
teinas do leite de vaca (82%) esta na forma
de caseinas, enquanto que no leite humano
maduro o teor dessas proteinas ndo ultrapassa
25% do teor total. A caseina é uma proteina
importante como provedora de aminoacidos
livres ao lactente, além de calcio e fosforo
que sdo constituintes de suas micelas. Ja as
proteinas do soro do leite como lactoferrina
e imunoglobulinas, sdo essenciais para a pro-
tecdo do recém nascido (HARTMANN et al.,
2001; NEVILLE etal., 2001).

Alguns estudos identificaram uma de-
terminada proteina conhecida como proline
rich polypeptide (PRP) em colostro de ove-
lha. Esta proteina, com suas propriedades
imunorregulatérias e procognitivas, teria
provocado efeitos positivos no tratamento do
mal de Alzheimer. A pesquisa de Leszek et al.
(2002), estudou 33 pacientes portadores de
Alzheimer tratados com PRP por 16 meses.
Os resultados mostraram que a PRP induziu
melhora ou estabilizacdo estatisticamente
significante no estado de salde dos pacientes
estudados.

Durante estudos sobre imunoglobuli-
nas do colostro de ovelha, observou-se que a
1gG2 isolada por cromatografia estava “con-
taminada” por uma proteina que continha
grande proporcédo de residuos de prolina. O

material contaminante foi separado e iden-
tificado como um proline rich polypeptide
(PRP) (JANUSZ et al.,1974). Em seus estu-
dos, Schade e Reinhart (1970) identificaram
um PRP em leite humano quando testavam
suas propriedades como meio de cultura para
microrganismos. Observaram que a proteina
era um precipitado a temperatura ambiente e
soltvel a 4°C. Devido ao seu comportamento
em relagdo a mudanca de temperatura, nome-
aram-na “galactothermin”.

Entretanto, pesquisas recentes tém
estudado somente a PRP em colostro ovino
ou bovino. Sabe-se que o colostro humano
também possui maior proporcao protéica em
relacdo ao leite de transicdo e o leite maduro.

Portanto, esta pesquisa objetivou in-
vestigar uma metodologia em laticinios para
futura investigacdo da presenga ou auséncia
de prolina em colostro/leite humano.

2 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente seria investigada a exis-
téncia de uma proteina denominada polipep-
tideo rico em prolina (PRP) em leite humano,
cujas propriedades funcionais anti-Alzheimer
tém despertado grande interesse cientifico. O
método utilizado foi o descrito por Bergman
e Loxley (1970) para a determinacdo total do
aminoacido prolina através de espectrofoto-
metria. O presente trabalho permitiu a ava-
liacdo da espectrofotometria como método de
analise de constituintes do leite para futuros
estudos, bem como o treinamento de acadé-
micos para a realizagdo destas analises.

Para a adaptacdo da técnica de pesqui-
sa e para possibilitar uma prévia nogao da
existéncia ou ndo deste aminoacido em leite
e produtos lacteos, com o intuito de evitar o
desperdicio de leite humano, ja escasso nos
bancos de leite, a pesquisa de prolina foi rea-
lizada em leite de vaca e derivados.

As andlises foram realizadas no La-
boratério de Quimica Geral no Campus | da
Universidade Regional de Blumenau.

O procedimento da analise consistiu
em hidrolisar as amostras com acido clori-
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drico 6 mol/L por 7 dias, diluir a 200mL e
pipetar 5 mL de cada amostra em tubos de
ensaio de 30mL, adicionar 1mL de nitrito
de sédio 1,25M preparado na hora do proce-
dimento, agitar e deixar em repouso por 20
minutos a temperatura ambiente. Em segui-
da, foi adicionado 1mL de cloreto de aménia
1,25M em cada tubo, agitado e acrescentado
5mL de acido cloridrico concentrado, nova-
mente agitado e aquecido por 20 minutos em
banho-maria. Apds isso, as amostras eram
resfriadas e acrescidas de 5mL de hidroxi-
do de s6dio 10 mol/L, e o contelido de cada
tubo foi diluido até 25 mL com &gua destila-
da e 1mL de cada tubo foi pipetado em tubos
de ensaio com tampa para o procedimento
de coloracéo.

2.1 Coloracéo e espectrofotometria

Para o procedimento de coloragdo foi
adicionado 1ml de solucdo tampéo fosfato e
2mL de solugdo de ninidrina em cada tubo,
agitado e colocado em banho-maria e fechan-
do os tubos depois de 15 segundos de aque-
cimento. Os tubos foram deixados em ba-
nho-maria por 100 minutos e resfriados. Em
seguida, o contetdo dos tubos foram trans-
feridos para um frasco de 50mL e o volume
foi completado com &cido acético glacial. Por
fim, as absorbancias das solugdes resultantes
foram medidas no comprimento de onda de
512nm em até 4 horas apds o procedimento
de diluigéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do método de Bergman e Lox-
ley (1970) foram estudadas as adaptagdes ne-
cessarias para a aplicagdo desta metodologia
em produtos lacteos, como leite humano. As
amostras foram definidas e foram iniciados
o0s testes da metodologia.

Para a realizacdo da curva de prolina fo-
ram utilizadas diluigdes de 50pg/ml a 250ng/
ml. O método descrito por Bergman e Loxley
(1970) se mostrou eficaz para a realizacdo da
curva de prolina, conforme a figura 1.
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Figura 1. Curva de concentragdo de prolina

Inicialmente foram analisadas amos-
tras constituidas de 0,5g, 1,0g e 2,0g de leite
em p6 a fim de investigar a presenca de pro-
lina. Entretanto, nas amostras analisadas, ndo
houve confirmacéo de existéncia do aminoa-
cido pesquisado.

Foram entdo analisadas separadamen-
te amostras de iogurte (0,59) e queijo (0,5g)
para identificar a presenca de prolina nestes
produtos lacteos. Para cada amostra foram
utilizados dois tubos de ensaio, sendo que
um deles foi dopado com solucéo padrdo de
prolina. O aminoécido nao foi encontrado nos
tubos com a amostra pura e dopada.

No estudo de Davis et al., (1994), que
comparou o perfil de aminoacidos do leite
humano com o de demais espécies, incluindo
primatas e ndo-primatas, o leite humano obte-
ve a menor concentragdo de aminoacidos to-
tais enquanto o leite de ratas, obteve a maior
concentragdo. No geral, os aminoacidos mais
abundantes em todas as espécies estudadas
foram o glutamato, leucina e prolina. O lei-
te humano, juntamente com o de gatas e de
éguas, teve a menor concentracdo de prolina,
enquanto os leites de porca e de cabra obtive-
ram as maiores. Isso explica o fato da maioria
dos estudos sobre o polipeptideo rico em pro-
lina (PRP) terem sido realizados com leite de
cabra ou ovelha.

A prolina € um aminoacido ndo es-
sencial, descoberta em 1901 por Fischer nas
caseinas e na albumina de ovo. Muitas pro-
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teinas contém 4 -7% de prolina. Sdo muito
ricas neste aminoacido as proteinas do trigo
(10,3%), a gelatina (12,8%) e as caseinas
(12,3%) (BELITZ; GROSCH, 1997).

4 CONCLUSAO

Apesar de ndo ter sido encontrada evi-
déncia da existéncia de prolina nos produtos
lacteos pesquisados, ndo foi possivel chegar
a uma concluséo sobre a inexisténcia do mes-
mo nas amostras analisadas. A prolina pode
se comportar de forma diferente conforme
as caracteristicas do meio onde se encontra,
e em virtude disso, mesmo que possivelmen-
te estivesse presente nas amostras, ndo teria
sido detectada pelo método utilizado.

Muitas vezes, a escolha do método de
pesquisa é baseada na popularidade do mes-
mo, principalmente em pesquisas de deter-
minacdo de proteinas. Isso acontece devido a
falta de trabalhos de comparacdo de metodo-
logias. Portanto, acredita-se que muitos traba-
Ihos deste tipo devam ainda ser desenvolvidos.

SUMMARY

Some studies had identified the
presence of a proline-rich polypeptide (PRP)
in sheep and cow milk and subsequent studies
had proven its positive effect in the treatment
of the Alzheimer Disease. This work had as
objective to research a viable methodology to
determine the presence of the proline amino
acid in dairy products as milk, cheese and
yoghurt, for future use in human milk.

Index Terms: proline; dairy products;
alzheimer.
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