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FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMADOR BETA (TGF-pB)
EM LEITE: UMA REVISAO

Transforming growth factor beta (TGF-B) in milk: a review

Fernanda Lopes da Silva', Michele da Silva Pinto', Anténio Fernandes de Carvalho’,
ftalo Tuler Perrone'*

RESUMO

Colostro ¢ leite bovino contém fatores de crescimento tais como o fator de
crescimento semelhante a insulina IGF-I, IGF-II, fator de crescimento transformador
beta TGF-B1, TGF-B2, fator de crescimento epidérmico EGF, fator de crescimento de
fibroblastos basico bFGF e fator de crescimento derivado de plaquetas PDGF. Nos
ultimos anos, o foco do interesse cientifico tem sido a identificagdo desses fatores
dentro do leite bovino que pode ser relevante para a melhoria da satide humana. Dessa
forma, foram desenvolvidas diversas metodologias para a extragdo desses fatores
de crescimento do leite a partir de leite, colostro ou soro de leite. As metodologias
mais usadas sdo cromatografia de troca cationica, microfiltragdo e ultrafiltragdo. A
cromatografia de troca catidnica tem sido amplamente utilizada devido a natureza
basica dos fatores de crescimento, enquanto a microfiltragao tem sido utilizada para
a concentracao de alguns fatores de crescimento a partir de colostro, e a ultrafiltragao
foi bem sucedida apenas na separagdo de IGF-I a partir de IGF-II no soro de leite.
Extratos de fator de crescimento a partir do leite, do colostro ou do soro de leite
tém sido utilizados como preparacdes terapéuticas para cicatrizagao de feridas e no
tratamento de doencgas inflamatérias do intestino.

Palavras-chave: fatores de crescimento; separacdo; quantifica¢do; técnicas de
membrana; cromatografia de troca catidnica.

ABSTRACT

Bovine milk and colostrum contain growth factors such as insulin-like growth
factor IGF-I, IGF-II, transforming growth factor TGF-B1, TGF-B2, epidermal growth
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factor EGF, basic fibroblast growth factor bFGF and platelet-derived growth factor
PDGF. In recent years, intense scientific interest has been focused on the identification
of factors within bovine milk that may be relevant to improving human health. Then
a number of methodologies for the extraction of milk growth factors from milk,
colostrum or whey have been developed. Cation-exchange chromatography has been
widely used because of the basic nature of the growth factors. Also, microfiltration
has been used for the concentration of some growth factors from colostrum,
while ultrafiltration was successful only in separating IGF-I from IGF-II in whey.
Growth factor extracts from milk, colostrum or whey have been used as therapeutic
preparations for wound healing and in the treatment of inflammatory gut disorders.

Keywords: growthfactors; extraction; quantification; technicalmembrane;

cation-exchangechromatography.

INTRODUCAO

O leite ¢ tema de estudo cientifico ha
muitos anos e pode ser classificado e definido
quanto a sua fun¢ao nutricional ao neonatal,
quanto a sua complexa estrutura e composi¢ao
quimica, quanto a sua aptiddo ao processamento
industrial e quanto aos atributos impostos
pelos o6rgdos de normatizagdo e fiscalizagao.
Os beneficios do consumo de leite de vaca e
seus derivados lacteos pelos humanos estdo
associados principalmente a quantidade e
biodisponibilidade do célcio, de aminoacidos
e de acidos graxos essenciais. Recentemente
muitos estudos enfatizam a importancia das
proteinas e dos peptideos bioativos presentes
no leite, bem como mecanismos para a sua
utilizagdo na formulag¢do de novos produtos
lacteos. Dentre os peptideos bioativos lac-
teos encontram-se os fatores de crescimento
(SMITHERS, 2008; NAGPAL et al., 2012;
CHEN et al., 2013; OLLIKAINEN;
MUURONEN, 2013; TUNG et al., 2013).

Os fatores de crescimento presentes no
leite tém atraido interesse da comunidade
cientifica como potenciais ingredientes bioa-
tivos para a industria de alimentos, podendo
ser explorados na producdo de alimentos
funcionais para criangas ou para administra-
¢d0 em terapias contra doengas intestinais
(SMITHERS, 2008). O fator de crescimento

transformador beta (TGF-) ¢ um dos fatores
de crescimento presentes no leite e tem a
funcao de estimular o crescimento de células,
especialmente do tecido conectivo, parti-
cipa na formag¢do de ossos e cartilagens, no
controle do sistema imune e na cicatrizagao
de feridas, assim como no controle da infla-
macao intestinal (GAUTHIER et al., 20006).
Os TGF-Bs compreendem uma familia
de polipeptidios que incluem os TGF-B1,
TGF-B2 e TGF-B3, possuindo a funcdo de
regular o desenvolvimento do tecido mamario
(VRIES et al., 2011). A forma predominante
no leite ¢ a TGF-B2 (85%), apresentando-se
ligada a uma proteina e com dimeros com
224 aminoacidos e 25000 Da, apos ativagao
acida, sendo que quatro ligacdes dissulfeto
estabilizam cada mondmero e uma ligacao
dissulfeto estabiliza o dimero. TGF-B1 ¢ o
unico outro membro da familia do TGF-B
encontrado no leite, mas ocorre em concentra-
¢oes muito menores (GINJALA; PAKKANEN,
1998; MICHAELIDOU,; STEIJNS, 2006;
MONTONI et al., 2009). Todas as trés isofor-
mas apresentam mais que 97% de homologia
na sequéncia de aminoacidos e exibem um
elevado grau de atividade cruzada entre as espé-
cies (MASSAQUE, 1990; MEAGER, 1991).
O objetivo do presente estudo foi rea-
lizar uma revisdo de literatura sobre o isola-
mento, separacdo, quantificagdo e ativagdo

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 70, n. 4, p. 226-238, jul/ago, 2015



228 SILVA, F. L. da, et al.

do TGF-B, um dos fatores de crescimento
presente no leite com grande potencial para
isolamento e desenvolvimento de novos
produtos.

REFERENCIAL TEORICO
Leite, colostro e soro

O leite, produto de secrecdo das glan-
dulas mamarias, ¢ um fluido viscoso cons-
tituido de uma fase liquida e particulas em
suspensdo, formando uma emulsdo natural,
estavel cineticamente. Possui elevado valor
nutritivo, sendo o Gnico alimento que satisfaz
as necessidades nutricionais e metabolicas do
recém-nascido de cada espécie (SGARBIERI,
1996).

O leite ¢ um alimento complexo que
contém agua (87,30% m/m); carboidratos,
basicamente lactose (4,9% m/m); gorduras
(3,8% m/m); proteinas (3,3% m/m), prin-
cipalmente caseina; minerais (0,7% m/m) e
vitaminas. Existem varios fatores que afetam
a composi¢do do leite tais como: espécie, raga,
individuo, idade da vaca, estagio de lactagao,
alimentacdo, estacdes do ano, estado de saude
da vaca, dentre outros (SGARBIERI, 1996).

O leite bovino ¢ comercializado na
forma liquida e quanto ao teor de gordura
pode ser integral, semidesnatado ou desen-
gordurado e quanto ao tratamento térmico
empregado pode ser pasteurizado ou esteri-
lizado comercialmente. Essas mesmas varie-
dades sao também comercializadas na forma
de leite em p6 (SGARBIERI, 1996).

O leite apresenta outros aspectos im-
portantes, como o colostro, o primeiro e inico
alimento dos recém-nascidos de cada espécie;
e o soro de leite, um coproduto obtido da fa-
bricagdo de queijo (HENG, 1999).

O colostro, um liquido amarelado mais
viscoso que o leite, ¢ a primeira secre¢do das
glandulas mamarias apds o parto e tem com-
posicao muito diferente do leite, que varia
muito nas primeiras 72 h apos o parto (HENG,
1999). A Tabela 1 mostra a variagdo de compo-
si¢do do colostro bovino nas primeiras 72 h
comparada a composicao do leite ja estabiliza-
do. Observa-se que a composi¢ao do colostro
bovino (3 h pos-parto) ¢ bem diferente apos
72 h e muito diferente do leite como é consu-
mido. Gordura, proteina total, proteinas de soro
¢ minerais diminuem com o passar do tempo,
enquanto as caseinas e a lactose aumentam
(GAUTHIER et al., 2006).

Tabela 1 — Variagdo na composicao percentual do colostro bovino nos tempos 3 horas e 72 horas

apos o parto e leite bovino estabilizado

Colostro )
Componentes (%) Tempo pos-parto bI;f,litneo
3h 72 h
Gordura 6,80 3,72 3,50
Proteina total 9,42 4,68 3,20
Proteinas do soro 8,50 1,60 0,50
Caseinas 0,92 3,18 2,73
Lactose 2,38 4,27 4,60
Cinza 1,02 0,74 0,70
SolidosTotais 19,62 13,41 12,00

Fonte: Heng, 1999.
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O soro de leite representa a porcdo
aquosa do leite que se separa em coagulo
durante a fabricacdo de queijo ou da casei-
na, apresentando-se como um liquido opaco
e de cor amarelo-esverdeada (GUIMARAES
et al., 2010). Os conhecimentos sobre os
mecanismos de acdo fisioldgica das proteinas
do soro de leite sdo ainda muito incompletos,
particularmente pouco se conhece sobre as
funcdes e os beneficios de inimeros com-
ponentes menores (natureza protéica ou nao
protéica) presentes no soro e recuperados em
maior ou menor propor¢ao nos isolados pro-
téicos (SGARBIERI, 2004).

O soro de leite ¢ um subproduto li-
quido obtido da fabricag@o de queijo e apre-
senta varias proteinas que possuem alguns
mecanismos de agdo fisioldgica no leite que
sdo ainda incompletos.

No conjunto, esses componentes bioti-
vos tém sido chamados de fatores de cres-
cimento celular, incluindo neste grupo, além
da lactoferrina, uma série de polipeptideos,
como os fatores de crescimento semelhan-
tes a insulina I e II (IGF-I e IGF-II), fatores
acidos e basicos de estimulo ao crescimento
de fibroblastos (aFGF, bFGF), fatores de
crescimento transformador beta (TGF-B1 e
TGF-B2), além de varios outros (OLLIKANEIN;
RIIHIMAKI, 2012; SGARBIERI, 2004).

A recuperagdo dos fatores de cresci-
mento no soro ¢ dificil, pois envolve diversos
fatores para seu isolamento e concentragao
em maiores teores. Dessa forma, o grande
interesse em fatores de crescimento tem
sido focado em colostro bovino por causa
de seu alto teor de componentes bioativos.
A concentragdo de fatores de crescimento no
colostro pode ser de 100 a 1000 vezes maior
do que a concentragdo normal em leite bovino
(GAUTHIER etal., 2006), pois a concentragao
de fatores de crescimento diminui rapida-
mente apos o parto, e depois de uma semana,
a concentracdo ¢ aproximadamente o nivel
encontrado nos leites regulares em latici-

nios, que ¢ de cerca de 10 a 70 ng'ml™! para
o TGF-B2 (GAUTHIER et al., 2006).

Fatores de crescimento derivados do
leite sdo hoje em dia cada vez mais usados
em produtos para a satde, tais como no trata-
mento de pele, distirbios e doengas gastro-
intestinais. Estes fatores de crescimento po-
dem ser extraidos a partir de leite, colostro
ou soro e diferentes abordagens tecnoldgicas
ja foram desenvolvidas (GAUTHIER et al.,
2006).

Fator de crescimento transformador beta

O leite bovino ¢ uma rica fonte de
proteinas. Além dos grandes componentes,
ou seja, proteinas do soro (principalmente
a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e as
caseinas, o leite contém também um grande
namero de pequenos componentes que tém
varios tipos de atividades biologicas. Os fa-
tores de crescimento mais abundantes no leite
bovino e no colostro € o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I), o fator de
crescimento transformador beta (TGF-$2),
alguns membros do fator de crescimento
epidérmico (EGF) e da familia dos fatores
de crescimento fibroblasto basico (bFGF),
como podemos observar pela Tabela 2, que
resume os dados experimentais disponiveis
sobre o contetdo desses fatores de crescimen-
to em colostro e leite (GAUTHIER et al.,
2000).

Fator de crescimento transformador
beta ¢ o nome genérico para uma familia de
polipeptideos com diversos tipos de fungdes
biologicas. A familia do TGF-p ¢ composta
pelo TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, sendo que
a isoforma TGF-B2 ¢ a principal presente
no leite bovino e a isoforma TGF-B3 ndo
¢ encontrada no leite bovino. Os TGF-fs
desempenham um papel importante na
embriogénese, na reparagdo de tecidos, na
formacao de ossos e cartilagem e no contro-
le do sistema de resposta imune. Eles sdo
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conhecidos por estimular a proliferacdo de
algumas células, especialmente em tecidos
conjuntivos, enquanto agem como inibidores
de outras células, tais como linfocitos e célu-
las epiteliais (POULIOT; GAUTHIER, 2006).

A molécula de TGF-B2 ¢ um homodi-
mero constituido por 68 residuos de aminoa-
cidos com uma massa molecular de 25 kDa,
sendo que quatro pontes dissulfeto estabili-
zam cada monomero e uma ponte dissulfeto
estabiliza o dimero. TGF-B1 ¢é o unico outro
membro da familia TGF-} encontrado no leite,
mas ocorre em concentragdes muito menores
(MONTONI et al., 2009).

Fatores de crescimento transformador
beta s@o secretados a partir de células como
um latente complexo contendo TGF-f e seu
propeptideo, LAP (peptideo latente asso-
ciado). Na maioria das células, o LAP esta
ligado de forma covalente a uma proteina
adicional, a proteina de ligagdo latente do
TGF-B (LTBP) por ponte dissulfeto, forman-
do um grande complexo latente.

Extracao dos fatores de crescimento

O fracionamento dos fatores de cres-
cimento a partir do leite ou colostro envolve

as diferentes massas molares (MW) e os
pontos isoelétrico (pI) dos fatores de cres-
cimento em relacdo aos demais consti-
tuintes do leite, sendo esses fatores impor-
tantes a serem entendidos para que ocorra essa
separacao. A Figura 1 ilustra a heterogenei-
dade dos elementos constitutivos em termos
de MW e pl utilizando dados publicados a
partir de Gauthier et al., 2006. As MW médias
dos fatores de crescimento situam-se entre
6400 g/mol! (EGF) a 30000 g-mol! (PDGF).
No entanto, estes valores de MW ndo levam
em conta a ocorréncia de proteinas de ligagao,
tais como as proteinas de ligagdo latente ao
TGF-B. Dessa forma, o uso de técnicas de
exclusdo de tamanho para separacdo desses
fatores de crescimento se torna dificil.

Os valores de pl dos fatores de cresci-
mento presentes no leite estdo em um intervalo
entre 6,5 (IGF-1I) e 9,6 (bFGF e PDGF),
exceto para EGF, que tem seu pl de 4,8. Estes
valores de pl neutro-alcalino encontrados
para os fatores de crescimento sdo uma das
suas caracteristicas mais importantes no que
diz respeito a sua extracdo a partir do leite.
Espera-se que os fatores de crescimento se-
jam separados a partir de proteinas do soro do
leite, que possuem um pl em torno de 4,8-5,1,

Tabela 2 — Variagdes na concentragdo dos fatores de crescimento reportados para colostro e

leite bovino.

Fatores de crescimento

Concentragdo (ng/ml)

Colostro Leite
Fator de crescimento epidérmico (EGF) 4-325 1-150
Fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I) 100-2000 5-100
Fator de crescimento semelhante a insulina II (IGF-IT) 150-600 5-100
Fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1) 10-50 <5
Fator de crescimento transformador beta 2 (TGF-B2) 150-1150 10-70
Fator de crescimento do fibroblasto (FGF) NA* <1
Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) NA* NA

*NA: presente, mas ndo ha dados de concentragdo disponivel.

Fonte: Gauthier et al., (2006).

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 70, n. 4, p. 226-238, jul/ago, 2015



Fator de crescimento transformador beta (TGF-B) em leite: uma revisao 231

0 que favorece a separagdo desses fatores
de crescimento a partir do soro (POULIOT;
GAUTHIER, 2006).

Alguns métodos tém sido utilizados
para realizar o fracionamento desses fatores
de crescimento, entre eles a cromatografia de
troca catidnica e técnicas de membrana, que
envolvem a microfiltracdo (MF) e a ultrafil-
tragao (UF) (POULIOT; GAUTHIER, 2006).

O uso de membranas possibilita a ex-
tragdo dos fatores de crescimento a partir do
leite, colostro e soro, no entanto, ¢ importante
salientar que tanto o colostro quanto o leite
devem ser submetidos a um tratamento tér
mico minimo a fim de minimizar as interagdes
proteina-lipideo na superficie do globulo de
gordura, de forma que essa extragdo seja
facilitada (POULIOT; GAUTHIER, 2006).

A separagdo dos fatores de crescimento
pode ser realizada em colostro desengordu-
rado e descaseinado (o serocolostrum) ou de

soro de leite por meio de cromatografia de tro-
ca cationica ou pela combinagao de microfil-
tracdo, ultrafiltracdo e diafiltragao (POULIOT;
GAUTHIER, 2006).

Francis et al. (1995) elaboraram o pri-
meiro processo baseado no uso de croma-
tografia de troca cationica para extrair fatores
de crescimento a partir de soro de leite. Tipi-
camente, o soro ¢ primeiro clarificado por
MF, utilizando uma solug@o com poros de
membrana com tamanhos de 0,1 ou 0,8 pm.
O soro clarificado ¢ entdo passado através de
uma coluna de troca cationica. O material adsor-
vido que consiste em fatores de crescimento,
proteinas basicas ¢ imunoglobulinas ¢ eluido
a um pH alcalino. O eluido ¢ em seguida
concentrado por ultrafiltracdo/ diafiltragdo
e uma filtragdo estéril final ¢ aplicada antes
de congelar ou secar por atomizagdo. Os
chamados extratos dos fatores de crescimen-
to de soro de leite (WGFE) contém 5% de
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Figura 1 —Ilustracdo esquematica da distribui¢ao por massa molecular (MW) e ponto isoelétrico
de proteinas e os fatores de crescimento presentes no leite (POULIOT; GAUTHIER, 2006)
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proteinas do soro inicial, mas 90% de sua
atividade mitogénica esta presente. No caso
do soro de leite, Francis et al. (1995) clara-
mente demonstraram que as membranas de
UF com 3-100 g/mol de massa molar de cor-
te ndo conseguiam concentrar com sucesso
a atividade mitogénica do soro de leite.
Gauthier et al. (2006) propupuseram uma
combinagdo de tratamentos de acidificagao
e calor para precipitar uma fragdo rica em
TGF-B2 a partir do soro de leite. Este ma-
terial precipitado foi ainda concentrado utili-
zando uma membrana de MF 0,1 pm e foi
caracterizada por um teor predominante de
a-lactoalbumina, 15% da proteina inicial e
70% do TGF-B2 inicial.

Recuperacao direta de fatores de cres-
cimento a partir de leite ou colostro por
membranas de UF ou MF ¢ dificil, pois mi-
celas de caseina estdo presentes. A principal
abordagem utilizada para separag¢do dos fa-
tores de crescimento a partir de colostro tem
sido remover as caseinas por tratamento aci-
do ou coalho. Esta abordagem ainda nao foi
aplicada para o leite, mas para a remogao de
caseinas por meio de MF a partir de colostro
diluido (ELFSTRAND et al., 2002; PIOT et
al., 2004; POULIOT, 2008).

Teintenier-Cousin et al. (2009) separa-
ram uma fracdo rica em TGF-B2 a partir de
colostro coagulado, utilizando cromatografia
de Azul Cibacron. Eles obtiveram uma fra-
¢do com 70% de rendimento, que foi 26 vezes
mais rica que o TGF-B2 presente no colostro,
sendo que 80% desse TGF estava sob a sua
forma latente.

Akbache et al. (2009) concentraram
TGF-B2 a partir de leite bovino e soro usando
MF e UF. Neste processo o soro de leite foi
clarificado por MF e posteriormente foi con-
centrado com utilizagdo da UF e diafiltragdo.
Eles propuseram que a UF do soro de leite
pode ser adequada para concentrar os fa-
tores de crescimento elevando os teores de
TGF-B2. Neste estudo o concentrado manteve

sua bioatividade, indicado por ensaio de pro-
liferagdao por linfocitos (AKBACHE et al.,
2009).

Ativacao

A ativagdo do TGF-p latente ¢ bem co-
nhecida in vitro. Métodos de ativagdo de for-
mas latentes do TGF-p incluem a exposigao
a pH acido ou basico, tratamento térmico e o
uso de agentes desnaturantes, como 8 mol/L
de ureia. A ativagao por proteodlise também ¢
possivel. A protedlise mediada por plasmina ¢
0 mecanismo mais conhecido (LYONS et al.,
1990). A maioria do TGF-3 estd em sua for-
ma latente e é necessario que a forma latente
seja convertida para a forma ativa in vivo
para exercer o seu efeito biolégico (LYONS
et al., 1990).

O leite pode ser submetido a diferentes
tipos de tratamentos térmicos dependendo
das normas de higiene dos produtos em que
¢ utilizado. O efeito dos tratamentos tér-
micos nos fatores de crescimento no leite
bovino ainda ndo foi estudado sistematica-
mente, embora muitas observagdes indivi-
duais tenham sido relatadas (GINJALA;
PAKKANEN, 1998; OLLIKAINEN, 2011).
Ozawaet et al. (2009) estudaram leite bovino
comercial e observaram que o leite continha
de 0,3-3,0 ng/L TGF-B2, sendo que cerca de
metade dessa quantidade estava na forma
ativa e propuseram que o motivo para a ati-
vacdo foi a pasteurizagdo.

As variagdes observadas em varios es-
tudos ndo s6 em relagdo ao efeito da pasteu-
riza¢do, mas também sobre a distribui¢cdo do
TGF-B entre o leite e o soro de leite, levanta-
ram a hipotese de que esta molécula poderia
interagir com as micelas de caseina durante a
pasteurizagdo do leite (OLLIKAINEN et al.,
2012).

Sabe-se que o leite aquecido a tempe-
raturas acima de 70 °C desnatura as proteinas
do soro de leite, modifica o equilibrio de sais
e induz a sua intera¢do com as micelas de
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caseina (KOUTINA; SKIBSTED, 2015). E
tem sido demonstrado que a reatividade do
grupo tiol livre da Cys-121 da B-lactoglobulina
aumenta devido ao seu desdobramento,
e que esta promove as interagdes intra e
intermoleculares por meio de interagdes
SH/SS (SAVA et al., 2005). Além disso, Ye
et al. (2004) forneceram evidéncias de que
ocorre interagdes entre a PB-lactoglobulina,
a-lactoalbumina e a membrana dos globulos
de gordura do leite quando o leite é aquecido
a temperaturas inferiores (60-65 °C) do que
aquelas necessarias para desnaturar a protei-
na do soro do leite. Interagdes induzidas
pelo calor podem envolver o TGF-f, uma
vez que esta molécula tem um carater hi-
drofobico forte, o que favorece a sua poli-
merizacdo e a interagdo ndo especifica com
outras proteinas. TGF-B2 contém um grupo
tiol livre na Cis-77 o que possibilita fazer
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interagdes com a B-lactoglobulina e tam-
bém com a a-lactoalbumina, micelas de
caseina e os componentes da membrana
do glébulo de gordura do leite. Portanto, ¢
provavel que o TGF-B2 ¢ distribuido entre a
superficie do globulo de gordura, as micelas
de caseina e as proteinas do soro de leite,
e que esta distribuicdo ¢ fortemente depen-
dente dos tratamentos térmicos dados ao leite
(AKBACHE et al., 2011).

Ollikainen (2011) demonstrou que um
leite aquecido a 65 °C ou o leite cru apre-
senta concentragdo maior de TGF-B2 na
fracdo das proteinas do soro, enquanto que ao
aumentarmos essa temperatura para acima de
65 °C essa maior concentragdo de TGF-B2 esta
presente na fragdo das caseinas. No entanto,
quando aplicamos a temperatura de 135 °C,
a concentracdo presente de TGF-B2 reduz
significativamente, mostrando que o TGF-B2
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Figura 2 — Distribui¢@o da concentracao total e ativada do TGF-p2 na fracdo de caseina acida (a),
fragao de caseina ultracentrifugada (b), fracdo de soro acido (c) e fragao de soro ultracentrifugado
(d) apos tratamentos térmicos. Barras escuras mostram a concentragdo do TGF-f2 e barras mais
claras a concentragao de TGF-B2 ativado (OLLIKAINEN, 2011)
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ndo ¢ estavel em temperaturas maiores, como
podemos notar na Figura 2.

Na Figura 2 ¢ possivel observar a in-
fluéncia do tratamento térmico conjuntamente
com o pH na ativacdo do TGF-B2. Quanto
maior a temperatura aplicada maior ¢ a
quantidade de TGF-fB2 ativada presente, sendo
maior ainda quando o pH utilizado ¢ acido.

Nakamura et al. (2009) observaram que
a forma latente de TGF-p administrada por
via oral era ativada pelo acido gastrico em
ratos e sugeriram o mesmo poderia ocorrer no
leite humano in vivo. Presume-se que ocorra
a ativacdo da forma latente de TGF-f quando
exposto ao baixo pH do estomago. Ozawa
et al. (2009) concluiram que amostras de leite
bovino comerciais que continham o TGF-3
ativo em imunoensaios também mantinham
sua atividade biologica, cuja fungdo era for-
necer prote¢do contra a inflamagdo em ca-
mundongos. No entanto, em alguns casos, 0s
fatores de crescimento podem nao resistir ao
processamento tecnoldgico, como, por exem-
plo, em féormulas infantis. Devido a isso, os
recém-nascidos podem nao obter todos os
beneficios dessas formulas.

Quantificacao

A quantificag@o desses fatores de cres-
cimento presentes no leite envolve alguns
métodos entre os quais, podemos citar:
teste de ELISA (do inglés “Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay”), teste de RIA (Ra-
dioimunuoensaio) e os bioensaios, sendo que
a concentragdo de TGF-B2 aparentemente
varia de acordo com o método utilizado
(PAKKANEN, 1998). O bioensaio fornece,
geralmente, concentragdes mais baixas do
que os métodos imunoquimicos. Pakkanen
(1998) concluiu que utilizando o teste ELISA
¢ possivel obter concentragdes que sdo cerca
de oito vezes mais elevadas do que aquelas
medidas por bioensaios. Rogers et al. (1996)
estudaram a concentracdo e estabilidade do

TGF-B em leite e soro bovino pasteurizado
usando ensaios bioldgicos e as concentra-
¢oes relatadas foram de 4,3 e 0,8 ng/ml e
3,7 ¢ 0,7 ng/ml, no leite e no soro de leite,
respectivamente.

Secagem por spray dryer

Apos a obtengdo de um concentrado
proteico enriquecido com TGF-f ¢ importante
realizar a secagem, uma vez que, a obtengao
de um produto desidratado mantém por um
maior tempo suas caracteristicas quando ar-
mazenado adequadamente e possui maior
valor de mercado. Além disso, possibilita a
obtencdo de diversos produtos, como os con-
centrados proteicos em po, produtos infantis
desidratados, pois nao altera a estrutura da
caseina e ainda aumenta significativamente a
resisténcia desta fragdo proteica ao processo
de digestdo em condi¢des simuladas da di-
gestdo por criancas (DUPONT et al., 2010;
SILVEIRA et al., 2013), medicamentos, entre
outros. A obtencdo desse produto em pod ¢é
possivel com a utilizagdo da secagem por
spray dryer.

A secagem por spray dryer consiste
em dispersar o produto a ser seco sobre
uma for ma de pequenas goticulas em uma
corrente de ar quente de maneira a obter
um p6 (SCHUCK et al., 2010). De acordo
com Schuck (2009), as pequenas goticulas
formadas e a grande area superficial das
mesmas resultam em uma rapida evaporagao
da 4gua a uma tempera-tura relativamente
baixa, minimizando os danos térmicos ao
produto. A atomizagdo ¢ uma etapa do pro-
cesso de secagem por spray e suas fungdes
basicas sdo proporcionar uma elevada taxa
de evaporacdo e produzir particulas com
formato, tamanho e densidade com mag-
nitudes controladas e desejadas. Desta forma,
pequenas particulas com tamanho uniforme
sdo obtidas, tendo didmetros variando entre
20 um e 150 um (SKANDERBY et al., 2009;
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SCHUCK DOLIVET; JEANTET, 2012).
Além da atomizagdo, o processo de secagem
pode envolver o processo de fluidizagao,
que consiste na dispersdo de lecitina sobre
o produto seco, melhorando a qualidade
do produto ao nivel da aglomeracdo, da
solubilidade, da dispersibilidade e da molha-
bilidade (SKANDERBY et al., 2009; CARIC,
2009).

Produtos lacteos enriquecidos com TGF
beta

Varias aplicagdes relacionadas a saude
a partir do consumo desses fatores de cres-
cimento do leite tém sido propostas, mas exis-
te um nimero limitado de produtos comer-
ciais até agora, muitos ainda se encontram em
fase experimental (POULIOT; GAUTHIER,
2006).

Um dos principais extratos de fatores
de crescimento do leite documentados ¢ uma
fracdo de troca cationica desenvolvido por
Francis et al. (1995) e uma caseina acida
rica em TGF-B2 que foi constituido em in-
grediente ativo em um veiculo oral numa
dieta produzida pela Nestlé, CT3211 nomeado
Modulens. Esse extrato demonstrou ser um
tratamento oral eficaz em criangas com doen-
¢a de Crohn ativa (POULIOT; GAUTHIER,
2006).

Outro estudo realizado por Ziegler
(2010) utilizou um produto comercial de con-
centrado proteico de soro de leite bovino
(WPC) enriquecido com TGF-B e lactoferri-
na produzido pela Hilmar Cheese Company
(California, USA) e evidenciou que houve uma
melhora significativa no estado nutricional
comprovada pelo desenvolvimento de peso e
de medidas antropométricas de pacientes que
tinham leucemia mieloide aguda ao passa-
rem pelo tratamento com quimioterapicos,
quando comparado com o grupo placebo.

CONSIDERACOES FINAIS

Uma melhor compreensao das pro-
priedades fisico-quimicas e das interagdes
que envolvem fatores de crescimento e ou-
tros componentes do leite ird ajudar no de-
senvolvimento de novas estratégias para a
extragdo desses componentes a partir do leite,
soro ou colostro.

A obtengdo de fatores de crescimento
mais concentrados, devido o uso da tecno-
logia de membranas, mostra o potencial dos
derivados lacteos para o isolamento desses
fatores de crescimento e para desenvolvimento
de produtos, uma vez que essas moléculas
bioativas possuem ampla aplicagao.
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