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RESUMO

As sementes de soja sdo muito usadas na alimentagio humana e animal devido ao seu alto
contetido de lipidios e proteinas. Porém, sabe-se que as proteinas das sementes de soja ndo
sdo totalmente aproveitadas pelos organismos que as ingerem devido & presenca de fatores
antinutricionais. O objetivo deste trabalho foi verificar se as ureases presentes nas sementes
de soja possuem agdo antinutricional e/ou téxica para ratos. Dois cultivares (CD201 e
CD203) com teores semelhantes dos fatores antinutricionais mais conhecidos (lectina 1,38
e 1,36 UH/mgF respectivamente, e inibidor de tripsina 73,88 e 73,50 mgTl/gF
respectivamente) e diferentes quantidades de wureases (52,37 e 135,75 U/gF
respectivamente), foram utilizados para avaliag@io nutricional na tentativa de verificar se
havia diferengas na performance dos animais alimentados com dietas contendo farinha dos
dois cultivares. Os pardmetros nutricionais avaliados, como NPU (utilizagdo liquida da
proteina) e digestibilidade in vivo ndo mostraram diferencas estatisticas entre as duas
cultivares. A andlise dos 6rgdos dos animais revelou hipertrofia dos intestinos delgado e
grosso além de atrofia do timo, alteragdes ja conhecidas e atribuidas aos fatores
antinutricionais presentes nas sementes de soja. Além disso, os animais alimentados com a
dieta contendo a farinha da cultivar CD203 também apresentaram atrofia do figado e do
bago. A andlise da bioquimica sanguinea mostrou alteragdes nas dosagens de TGO e uréia
nos animais alimentados pelas duas cultivares, contudo, os alimentados com CD203
também apresentaram alteragdes na creatinina sérica e urindria. A andlise histolégica
revelou algumas alteragdes como hipertrofia e hiperplasia das células parietais, além de
hipotrofia das células principais. Comparando histologicamente os tecidos gastricos € digno
de nota que o grupo da CD201 possui areas mais preservadas do que CD203, que possui
maior teor de urease. A urease das sementes de soja foi, entfio, purificada empregando-se os
seguintes passos: extragdo, precipitagdo com acetona 20%, didlise com membrana de 50
kDa, cromatografia em Q-sepharose fast flow e em sephacryl S-300 HR. Digestibilidade da
urease, in vitro, com pepsina, revelou que mesmo ap6s 4 horas a enzima no foi digerida e

nem perdeu a atividade. Determinac@io do pH do estdémago, apds contato com a urease



purificada, mostrou elevagdo apés 15 minutos, permanecendo até os 120 minutos e
diminuindo aos 240 minutos. O nimero de equivalentes acidos permaneceu abaixo do
controle, mesmo apds 240 minutos. Andlise histolégica da mucosa do estdmago, 24 horas
ap6s contato com a urease de sementes de soja, revelou hipertrofia das células
mucosecretoras, metaplasia intestinal no colo da gldndula com células parietais volumosas,
hipocoradas, e hipercromasia da camada basal. Estes resultados mostraram a toxicidade
para ratos, da urease presente nas sementes de soja, contribuindo assim, para um maior
conhecimento de sua participagéio na defesa quimica, uma fungdo recentemente proposta

para essa proteina.
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ABSTRACT

Due to the high protein and oil contents soybeans have long been considered a valuable
edible food for both animals and man. However, soybeans are known to contain a
number of antinutritional or toxic factors that decreases its nutritional value. The
objective of this work was to evaluate whether soybean urease has antinutritional and/or
toxic action in rats. Two soybean cultivars (CD201 and CD203) with similar amounts
of antinutritional factors such as lectin (1,38 e 1,36 UH/mgF respectively) and trypsin
inhibitor (73,88 e 73,50 mgTI/gF, respectively) but different amounts of urease (52,37 e
135,75 U/gF, respectively), were used in a feeding trial in value to assess differences on
the performance of rats feed on diets containing the seed meals from the two cultivars.
NPU (net protein utilization) and in vivo protein digestibility did not show differences
between the two cultivar. Some organs as gut, thymus, liver and spleen were affected
by the presence of raw soybean in the diets. Blood’s biochemistry analysis showed
changes in TGO, urea and creatinin. Histologycal examinations showed
hypertrophy/hyperplasia of parietal cells and hypotrofia of principal cells, however the
CD201 cultivars has more preserved area compared to CD203. Soybean urease was
purified by extraction, acetone fractionation, dialysis (50 kDa, cut off),
Chromatography on Q-sepharose fast flow and sephacryl S-300 HR. The in vitro
digestibility with pepsin showed that after 4 hours this protein was not digest neitter
lose activity. Upon urease administration was observed an increase in the sthomacal pH
after 15 min contact. Such higher pH, compared to controls, remained until 120 min and
decrease there after until 240 minutes. As expected the acid equivalent remain lower
than control group. Histologycal examinations of the sthomac 24 hours after contact
with the purified urease showed hypertrophy in mucussecretor cells and intestinal

metaplasia. This study contributes to clarify the role of plant and bacteria ureases.
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“A soja pode ser uma alternativa vidvel na luta contra a fome, principalmente em
paises com deficiéncia nutricional, se aliada a estratégias governamentais que levem em

conta a contribui¢do de produtos alimenticios locais”.

Estas palavras foram pronunciadas pelo secretario intergovernamental da FAO, Dr.
Peter Thoenes, na VI Conferéncia Mundial de Pesquisa de Soja, IV Conferéncia
Internacional de Processamento e Utilizagdo de Soja e III Congresso Brasileiro de Soja,
realizados em Foz do Iguagu (PR), em 2004 (BESSA, 2004).

Dentre as leguminosas, a soja recebe atengdo especial, por possuir alto contetido
protéico e 6leo de boa qualidade. Embora a semente de soja possua elevado teor de
proteinas, estas ndo sdo totalmente aproveitadas pelo organismo, devido ao fato de que
algumas delas possuem fatores antinutricionais e/ou téxicos que interferem na digestéio e
absorcdo dos nutrientes. Dentre estes, destacam-se os inibidores de tripsina (SBTI) e a
aglutinina de soja (SBA), as duas proteinas antinutricionais mais conhecidas e estudadas
em soja até a presente data. Todavia, ha relatos na literatura de que outras proteinas, além
das aqui citadas, devem contribuir para os efeitos deletérios oriundos da utiliza¢éo da soja
in natura ou indevidamente processada. Na tentativa de contribuir com maiores
informagdes a este respeito, estudos foram conduzidos por nossa equipe, sendo avaliados os
teores de SBTI, SBA e, também, de outros constituintes, tais como neurotoxinas
(soyatoxina e toxina da soja) e urease, em diferentes gendtipos de soja adaptados as
condi¢des de plantio da regido Nordeste do Brasil (VASCONCELOS et al., 1997). Nestes
trabalhos, foi verificado que os genétipos estudados possuiam contetidos variados de tais
proteinas. Entdo, nossa equipe visando dar uma maior contribui¢céo aos estudos com a soja,
selecionou gendtipos contendo teores diferenciados das proteinas analisadas, cujas farinhas
foram utilizados como fonte de proteinas em dietas para ratos em crescimento
(VASCONCELOS et al., 2001). Nesta investiga¢éo, um modelo estatistico foi utilizado que
correlacionava a ingestéio de tais constituintes protéicos presentes na farinha de soja com os
efeitos observados. As andlises mostraram que todos os compostos protéicos estudados
(SBTI, SBA, urease e neurotoxinas) interferiram ndo somente no desenvolvimento dos
animais, mas, também, nas dimensdes de seus 6rgdos. Ainda que o experimento tenha sido

realizado com a farinha e ndio com proteinas purificadas, os dados obtidos sugeriram efeitos



A.A.B. Maia

antinutricionais e/ou téxicos para a urease presente em sementes de soja. Resultados
semelhantes foram obtidos, posteriormente, por nosso grupo, quando ao invés de ratos em
crescimento foram utilizados frangos de corte como modelo experimental (CAMPELLO,
2003).

Os dados apresentados e o fato de que, em geral, as ureases apresentam alta
similaridade (> 50%) em suas seqiiéncias de aminoacidos nos motivaram a avaliar os
efeitos antinutricionais e/ou téxicos da urease de soja, utilizando como modelo
experimental ratos. Um dos questionamentos feitos foi se a urease de soja teria agéo similar
as ureases bacterianas. Ureases bacterianas causam efeitos deletérios no organismo
(BICHLER et al., 2002). Como exemplo, a urease de Helicobacter pylori, principal
causadora de gastrite e Ulcera gastrica em humanos, sendo essa proteina um importante
fator responsavel pela colonizagdo da bactéria no estdbmago (HARRIS et al., 1996;
KEARNEY et al., 2000; SIQUEIRA ef al., 2007). Se efeitos similares ou relacionados aos
descritos fossem verificados com a urease purificada da soja, esse trabalho contribuiria com
novos conhecimentos acerca de suas fung¢des, abrindo outras perspectivas, j4 que o
principal papel atribuido a essa proteina tem sido o de permitir & planta o uso de uréia como
fonte de nitrogénio (MOBLEY e HAUSINGER, 1989; MOBLEY et al., 1995).

Em consonéncia com o exposto, a seguinte hipétese foi formulada:

“Além da fun¢do de prover nitrogénio para a planta, a urease de soja constitui-se
em um fator antinutricional e/ou toxico para animais superiores, quando administrada por
via oral. E possivel que o seu mecanismo de agdo esteja relacionado ao proposto para

ureases bacterianas, particularmente Helicobacter pylori.”

Para testar a hipdtese apresentada, vérios estudos foram conduzidos, usando farinha
de gendtipos de soja contendo teores diferenciados de urease, assim como urease purificada

de suas sementes.
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2.1. Soia [Glycine max (L.) Merril]

A soja é oriunda do leste da Asia, mais precisamente das regides central e oeste da
China, cujos primeiros relatos de sua existéncia datam de 2838 a.C., sendo considerada o
mais importante legume cultivado e um dos “Wu Ku” ou cinco grios sagrados (soja, arroz,
trigo, cevada e milho). Essa leguminosa permaneceu no Oriente por dois milénios,
atingindo o Ocidente entre os séculos XV e XVI, conservando-se por quatro séculos como
uma simples curiosidade. Somente a partir do século XX comegou a sua expansdo, sendo,
atualmente, considerada a mais importante oleaginosa em produc¢do no mundo sob cultivo
extensivo (COSTA, 1996; ANUARIO BRASILEIRO DA SOJA, 2000).

A primeira noticia sobre o plantio de soja no Brasil ocorreu em 1882 e foi dada por
Gustavo D’Utra, professor da Escola Agricola da Bahia. Em 1908, imigrantes japoneses
iniciaram o cultivo em pequenas hortas em S#o Paulo, a partir de sementes trazidas em suas
bagagens. Em 1936, teve inicio sua comercializagdo em Girud-RS. Por esta época, também
se iniciava o melhoramento da soja na antiga se¢fio de cereais e leguminosas do Instituto
Agrondmico de Campinas (COSTA, 1996; ANUARIO BRASILEIRO DA SOJA, 2000).
Em 1950, a soja foi introduzida na alimentagdo de suinos e, a partir de 1957, devido as
frustragdes com a lavoura de trigo, passou a ser cultivada como sustentagéo da economia
regional e de milhares de familias rurais. Dai em diante, esta cultura comegou a ocupar
grandes dreas, primeiramente no Rio Grande do Sul, espalhando-se por Santa Catarina,
Paran4, S#o Paulo e outros Estados do Pais (ANUARIO BRASILEIRO DA SOJA, 2000).

Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar na produgéo mundial de soja, vindo
atrds somente dos Estados Unidos, com produgéo crescente a cada ano, mesmo com as
adversidades climéticas e governamentais. Os principais estados produtores de soja sdo o
Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Bahia. A soja, atualmente, € uma das culturas que estd sendo geneticamente modificada em
larga escala no mundo todo (ZHOU et al., 2007), atingindo cerca de 80% de toda a
produgdo. O principal produto da soja € o 6leo, sendo bastante utilizado na alimentagdo
humana e animal, com produ¢do mundial estimada para 2006/07 de 58,4 milhdes de
toneladas (EMBRAPA-SOJA, 2008). Outros produtos derivados da soja s3o farinha, sabdo,
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cosméticos, resinas, tintas, solventes e biodiesel (ANUARIO BRASILEIRO DA SOJA,
2005).

2.2. Aspectos Nutricionais

A soja é uma leguminosa considerada de elevada qualidade nutricional, sendo esta
uma das razdes pelas quais ela, por muitos anos, vem sendo objeto de estudo em pesquisas
que buscam uma alimentagfo mais saudével. Sua composi¢do quimica varia com o pais de
origem, devido as condi¢Bes de desenvolvimento, variedades genéticas e processamento
(KARR-LILIENTHAL et al., 2004; KUMAR et al, 2006). Sua elevada qualidade
nutricional esta relacionada ao seu elevado conteido de proteina e 6leo, sendo, assim,
bastante utilizada pelas indastrias, j4 que estes representam os ingredientes mais
importantes na produgdo de ragdes. O éleo de soja possui caracteristicas que o tornam mais
saudavel do que os dleos de amendoim e do carogo de algod&o. Apds a retirada do dleo, a
farinha da semente de soja chega a conter 40 a 45% de proteinas, constituindo-se num
ingrediente alimentar bem versétil, de baixo custo e alta qualidade nutricional, j4 que na sua
composi¢do encontra-se contetido de aminodcidos proximo aos de proteinas de origem
animal (SGARBIERI, 1996; MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

Apesar de todas as consideragdes feitas acima, o valor nutricional das sementes de
soja € menor do que o esperado! Isso € atribuido, em parte, & presenga de compostos que
impedem o total aproveitamento de seus nutrientes. Tais substincias sdo conhecidas como
fatores antinutricionais, os quais incluem as lectinas, inibidores de proteases, taninos e
outros. Recentemente, outros fatores protéicos foram destacados como possuidores de
propriedades antinutricionais e/ou tdxicas, tais como as neurotoxinas soyatoxina (SYTX) e
toxina da soja (SBTX) e as ureases (VASCONCELOS et al., 2001). Alguns dos fatores
citados, particularmente os de origem protéica, podem ser inativados termicamente ou
removidos da farinha de soja dependendo das condigdes utilizadas (OLGUIN et al., 2003;
BAJPAI et al., 2005; GUILLAMON et al., 2008).
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A seguir, ser4 feito um breve relato das propriedades que caracterizam uma proteina
ser antinutricional ou téxica. Além disso, informagdes serfio dadas sobre as principais

proteinas de soja com propriedades antinutricionais e/ou téxicas.

2.3. Proteinas Antinutricionais e/ou Téxicas em Soja

Proteinas antinutricionais sfio aquelas que agem diminuindo a eficiéncia do
metabolismo, interferindo na utilizagdo dos nutrientes. J4 as proteinas téxicas agem de
forma aguda, produzindo lesSes nos 6rgdos e tecidos e alteragdes fisioldgicas diversas que
podem, inclusive, causar a morte (SGARBIERI, 1996).

As principais proteinas antinutricionais e/ou téxicas encontradas em sementes de

soja incluem a aglutinina, inibidores de tripsina, neurotoxinas e ureases.

Aglutinina da soja (SBA)

Lectinas sdo proteinas que possuem, pelo menos, um dominio ndo-catalitico,
capazes de se ligar, reversivelmente, a mono- ou oligossacarideos especificos (PEUMANS
e VAN DAMME, 1995). De acordo com esses autores, as lectinas podem ser classificadas
em: 1) Merolectinas, aquelas proteinas que apresentam, exclusivamente, um Unico sitio de
ligagdio a carboidratos; 2) Hololectinas, aquelas proteinas que possuem dois ou mais sitios
de ligagdo a carboidratos, sendo consideradas verdadeiras aglutininas, compreendendo a
maioria das lectinas de plantas; 3) Quimerolectinas, aquelas que contém um ou mais
dominios de ligagéo a carboidratos e, ainda, um outro dominio com atividade catalitica que
atua independentemente, incluindo quitinases e RIPs tipo 2 e 4) Superlectinas, podendo ser
consideradas um grupo especial de quimerolectinas. Estas ultimas sdo proteinas que
contém, no minimo, dois dominios ligantes a carboidrato, os quais sdo estruturalmente

distintos, reconhecendo carboidratos diferentes. Um exemplo da ocorréncia da superlectina
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foi detectado no bulbo da tulipa TXLCI, consistindo de uma molécula com dominios
distintos ligantes a manose e a N-acetil-D-galactose (VAN DAMME et al., 1996).

Algumas lectinas sfo proteinas consideradas altamente t6xicas e/ou antinutricionais,
e muito dos aspectos de seu mecanismo de agdo ja estdo bem elucidados. Esta propriedade
deletéria esta vinculada a sua resisténcia a protedlise durante sua passagem pelo trato
digestorio, interferindo no aproveitamento dos nutrientes (PEUMANS e VAN DAMME,
1996; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). Ademais, lectinas podem se ligar nas
microvilosidades das células do epitélio intestinal, chegando, muitas vezes, a causar ruptura
de membranas e degradag@io de microvilos, acarretando lesdo no epitélio e diminuigdo da
camada de muco que protege o tecido epitelial do intestino delgado, principalmente
duodeno e jejuno. Algumas lectinas podem, ainda, ser internalizadas nos enterdcitos, atingir
o sistema circulatério e, entdo, atuar de modo sistémico, causando diversas alteragdes
metabdlicas (REDDY e PIERSON, 1994; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004).

A aglutinina de soja (SBA) € uma glicoproteina que se liga fortemente a N-acetil-D-
galactosamina, podendo se ligar mais fracamente a D-galactose. Sua massa molecular é de
120 kDa, sendo um tetrdmero composto de subunidades idénticas, com dois sitios de
ligacdo a N-acetil-D-galactosamina. Quando administrada por via oral, grande parte da
SBA resiste a passagem pelo estdmago e intestino. No intestino delgado proximal, liga-se
as células epiteliais, podendo ser absorvida pelos enterécitos, liberada na 1dmina prépria e,
subsequentemente, alcancar a circulagdo. A presenca de SBA na dieta causa retardo no
crescimento, devido & diminuig8io na ingestdo da dieta, as elevadas perdas de nitrogénio e
matéria seca fecal, assim como, redugdo do nitrogénio corporal (GRANT, 1989). A SBA
presente na dieta também causa ruptura do epitélio do intestino delgado, induzindo
hipertrofia desse 6rgéo, como resultado da hiperplasia das células da cripta. Estes eventos
parecem ser mediados por poliaminas e hormodnios gastrointestinais, como também por
fatores de crescimento celular (PUSZTAI e BARDOCZ, 1995). Também sdo observadas
alteragdes celulares (hipertrofia e hiperplasia) no péncreas provocadas pela SBA, como
conseqiiéncia de uma provavel liberagéo de colecistocinina (CCK) (HERZIG et al., 1997;
SHIYAN et al., 2003).
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Inibidores de tripsina (SBTI)

Os inibidores de tripsina de soja estdio entre os mais estudados fatores
antinutricionais encontrados nos vegetais, sendo conhecidos como inibidores de Kunitz e de
Bowman-Birk (LIENER, 1994; REDDY e PIERSON, 1994).

Os inibidores de Bowman-Birk apresentam massa molecular em torno de 7 a 10
kDa, sitios de ligagdo separados e independentes para tripsina (Lys 16 e Ser 17) e
quimiotripsina (Leu 43 e Ser 44) funcionando simultaneamente, auséncia ou baixas
concentragdes de glicina e triptofano, altos teores de cisteina formando 7 a 9 pontes
dissulfeto, e resisténcia a desnaturagdo térmica e quimica (BAU et al., 1997; KENNEDY,
1998). Os inibidores de Kunitz apresentam massa molecular em torno de 21 kDa, um sitio
de ligacdo com alta especificidade para tripsina (Arg 63 e Ile 64), quatro residuos de
cisteina (cerca de 2% do total), formando duas pontes dissulfeto, € menor resisténcia
térmica, quando comparados aos inibidores de Bowman-Birk, podendo ser inativados pelo
calor, por condicdes acidas e pepsina (LE GUEN e BIRK, 1993; SONG e SUH, 1998;
VALUEVA e MOSOLOV, 1999).

Do ponto de vista nutricional, os SBTI s#o capazes de reduzir ou impedir a digestdo
de nutrientes e afetar o metabolismo corpdreo, o crescimento e a saide (LIENER, 1994;
VALUEVA e MOSOLOV, 1999; GLADYSHEVA et al., 2000). A sua ag8o prevalece nas
regides proximais do intestino delgado, mas pode envolver indiretamente as células
epiteliais intestinais, incluindo células enddcrinas. Esta agdo leva & secregdio de peptideos
regulatérios ¢ hormonios, que induzem a secregdo e o crescimento de 6rgdos € podem,
também, afetar outros aspectos do metabolismo corporal, como a eliminagdo do nitrogénio
endégeno através do intestino (GRANT, 1999). O pancreas é geralmente o 6rgdo mais
afetado pela presenca de SBTI na dieta (FRIEDMAN ¢ BRANDON, 2001). Os danos
causados a este Orgdo envolvem a agdio da CCK. A secregdo deste hormdnio
gastrointestinal, produzido pelas células endécrinas do jejuno, é regulada por peptideos
especificos, produzidos no duodeno, susceptiveis & degradacgdio catalisada pela tripsina.
Com a inibigdo da tripsina e quimiotripsina, a digestdo das proteinas fica comprometida,
como também a degradagdo do peptideo liberador da CCK (“feedback” negativo). Altas

quantidades deste peptideo se ligam a células end6crinas no jejuno e induzem uma répida e
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prolongada liberagdio de CCK na circulagdo. Como conseqiiéncia, ocorre uma hipersecregdo
de enzimas e hipertrofia pancreatica (REDDY e PIERSON, 1994; LIDDLE, 1997).

Estudos recentes tentam ndo somente remover, mas também recuperar o inibidor de
tripsina e a lectina da farinha de soja, sem perder a qualidade protéica, seja por utilizar
novas metodologias, seja por eliminagdo genética, produzindo, assim, sementes de soja
sem a presenca destes fatores comprovadamente antinutricionais (MORAES et al., 2006;
KANSAL et al., 2006).

Neurotoxinas (soyatoxina, SYTX; toxina da soja, SBTX)

Toxinas vegetais com agfio sobre o sistema nervoso sfo também encontradas na
soja, as quais podem ser representadas pela SYTX e SBTX.

A SYTX (DLsy 7-8 mg/Kg de peso corpdreo) € uma proteina 4cida de cadeia tnica,
possuindo Mr em torno de 21 kDa (VASCONCELOS et al., 1994). Ja a SBTX (DLso 6
mg/Kg de peso corporeo) trata-se de uma proteina dimérica de massa molecular de 44 kDa,
composta por duas subunidades distintas, uma de 27 kDa e outra de 17,0 kDa
(VASCONCELOS et al., 2008). Ambas toxinas, quando administradas por via i.p. a
camundongos e ratos, sfo capazes de induzir uma série de sintomas caracterizados por
dispnéia, paralisia flacida e convulsGes ténico-clonicas, precedendo a morte do animal. Em
decorréncia dessa sintomatologia, tais toxinas foram classificadas como neurotoxinas.
Além dos efeitos verificados em mamiferos, a SBTX apresentou atividades sobre outros
modelos experimentais, tendo sido capaz de inibir o crescimento do fungo Cercospora
sojina e de exercer efeitos téxicos aos insetos Dysdercus peruvianus e Callosobruchus
maculatus, sugerindo ser a SBTX uma proteina envolvida na defesa da planta contra seus
agressores (SIEBRA, 2004; VASCONCELOS et al., 2008). Em adi¢do, quando feita uma
avaliag8o nutricional de genétipos de soja contendo teores diferenciados destas toxinas,
onde estes foram utilizados como fonte de proteinas em dietas experimentais para ratos em
crescimento, foi verificado, com auxilio de um modelo estatistico, que alguns dos efeitos
observados apresentavam correlagdo com as quantidades de SYTX e SBTX ingeridas.

Dentre as alteragGes detectadas, ressaltam-se os efeitos toxicos bastante severos sobre o

10
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pancreas dos ratos (VASCONCELOS et al., 2001).

Ureases

Urease (uréia amidohidrolase, EC 3.5.1.5) ¢ uma metaloenzima, dependente de
niquel, que catalisa a hidrélise da uréia em amdnia e diéxido de carbono. A hidrélise de
uma molécula de uréia resulta na liberagdo de duas moléculas de amonia e uma de diéxido
de carbono (SIRKO e BRODZIK, 2000; KARMALI et al., 2004).

Urease ja foi detectada em muitos organismos, por exemplo, em plantas, bactérias,
fungos e invertebrados (SIRKO e BRODZIK, 2000; BICHLER et al., 2002). Nas plantas,
esta enzima predomina nas sementes. Porém, ela ja foi detectada em folhas, sendo até
mesmo possivel que esteja difundida em toda a planta, embora em baixos niveis de
atividade (POLACCO e HAVIR, 1979; HORGAN, 1983; HIRAYAMA et al., 2000).

Virias ureases de sementes de leguminosas foram purificadas e caracterizadas. As
melhores informacgdes genéticas de ureases de plantas sdo oriundas daquelas encontradas
nas sementes de soja (POLACCO e HOLAND, 1993; 1994). Nesta leguminosa, foram
identificados genes que codificam duas isoenzimas de urease, uma ubiqua e a outra dita ser
embrifo-especifica, ambas altamente homoélogas entre si (MEYER-BOTHLING e
POLACCO, 1987; TORISKY et al., 1994). A urease especifica do embrido, com maior
atividade especifica (1 mol/min.mg) é uma proteina abundante, sintetizada exclusivamente
em embrides em desenvolvimento. Entretanto, raizes de planta de soja jovem retém
consideravel teor de urease embrifo-especifica derivada do eixo embrionario, bem como os
cotilédones da semente madura (POLACCO e HOLAND, 1994). A urease ubiqua, também
chamada tecido-especifica, possui baixa atividade especifica (10° mol/min.mg) e &
sintetizada em todos os 6rgéos, mas parece ser mais ativa em tecidos jovens (HORGAN,
1983). Cada isoenzima de urease parece ser codificada por um tnico gene estrutural; Eul e
Eu4 para a urease embrido-especifica e ubiqua, respectivamente. Mutagdes em cada um dos
genes afetam somente uma das isoenzimas (MEYER-BOTHLING e POLACCO, 1887;
POLACCO et al., 1989).

11
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Em relagiio a estrutura, as ureases de plantas e fungos sfio proteinas homo-
oligoméricas, enquanto as de bactérias s3o multiméricas, formadas de duas ou trés
subunidades distintas (MOBLEY et al., 1995; TANGE e NIWA, 1997). Seqiiéncias de
aminoécidos revelam que todas as ureases conhecidas s@o altamente similares (= 50%),
embora nas diferentes espécies possam ser encontradas enzimas constituidas por uma, duas
ou trés cadeias polipeptidicas distintas. Com base na seqiiéncia similar e reagfio cinética,
acredita-se que as ureases tenham estrutura e mecanismo catalitico comuns (KARPLUS et
al, 1997; SIRKO e BRODZIK, 2000). Ureases de sementes de feijdo-de-porco, soja e
muitas bactérias tém pH 6timo entre 7-8, enquanto que o pH 6timo de ureases de fungos
esta entre 8-8,5. Urease de folhas de soja possui dois valores 6timos de pH, 5,3 e¢ 8,8
(MOBLEY e HAUSINGER, 1989). Ja a urease de folhas de amora tem atividade 6tima em
pH entre 6-10 (HIRAYAMA et al., 2000).

O principal papel das ureases estd em permitir ao organismo o uso de uréia como
fonte de nitrogénio (MOBLEY e HAUSINGER, 1989; MOBLEY et al., 1995). Em plantas,
quantidades significativas de nitrogénio sdo translocados na forma da uréia. Este composto
deriva de arginina e, possivelmente, da degradagfo de purinas e ureideos. A urease ubiqua é
responsavel por reciclar metabolicamente derivados de uréia. As ureases possuem, também,
papel importante na germinagdo e metabolismo de nitrogénio em plantulas. Elas podem
funcionar coordenadamente com a arginase, na utilizagdo de reservas de proteinas das
sementes durante a germinagdo (POLACCO e HOLLAND, 1993).

Recentes estudos t€m mostrado que as ureases exercem acdo deletéria frente a
pragas e patbgenos, sugerindo sua participagio no mecanismo de defesa da planta
(POLACCO e HOLLAND, 1994; CARLINI e GROSSI DE SA, 2002; BECKER-RITT et
al., 2007; FOLLMER, 2008). Follmer e Colaboradores (2004), avaliando o potencial
inseticida em D. peruvianus, das ureases de origem vegetal (Canavalia ensiformis ¢ G.
max) e de origem bacteriana (Bacillus pasteurii) demonstraram que somente as ureases
vegetais apresentaram toxicidade sobre o modelo avaliado, reduzindo o ganho de massa
corporea e retardamento no desenvolvimento do estdgio de ninfas para insetos adultos. Este
efeito inseticida ndo foi afetado mesmo apés tratamento com p-hidroximercuriobenzoato,
um quelante de metais, bloqueador do sitio ativo, indicando que esta propriedade é

independente da atividade ureolitica da proteina. Corroborando com a fungdo de defesa, a
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urease embrifio-especifica de soja, além de sua atividade inseticida, foi capaz de inibir o
crescimento de hifas do fungo Fusarium solani e a esporulagdo dos fungos Penicillium
herguei, Curvularia Ilunata, Trichoderma sp, 1. pseudokomingii e 1. viride
(MARTINELLI, 2004). Extratos protéicos obtidos a partir de folhas de tabaco transgénico,
expressando a urease ubiqua de soja, também foram capazes de inibir o crescimento de
fungos fitopatogénicos Penicillium sp, T. citrinoviride e C. lunata (BECKER-RITT et al.,
2005).

Com respeito a possivel acdo antinutricional das ureases presentes em sementes de
soja, ha poucos relatos na literatura, sendo estes provenientes do nosso grupo de trabalho.
Vasconcelos e colaboradores (2001) demonstraram que as ureases presentes em farinha de
sementes de soja foram capazes de influenciar, negativamente, o consumo de alimentos e o
ganho de peso de ratos, afetando de forma significativa os valores relativos a Utilizagdo
Liquida da Proteina (NPU), digestibilidade e peso relativo de érgéos internos. Quando o
modelo experimental foi mudado de ratos para frangos de corte, num experimento
semelhante, novamente as ureases de soja se sobressairam como uma proteina
antinutricional e/ou téxica. Todavia, as alteracSes aqui enfatizadas foram verificadas
quando as dietas foram formuladas com farinha das sementes contendo diferentes teores de
ureases. Até o presente momento, ndo havia sido realizado qualquer experimento utilizando
urease purificada de sementes quiescentes de soja, de modo a se ter certeza de que os
efeitos observados resultam de suas ag¢des sobre os organismos consumidores.

A acdo toxica das ureases bacterianas € bem fundamentada. Por exemplo, urease de
Helicobacter pylori é um dos principais fatores responséveis pela colonizag3o da bactéria,
Jj4 que com a hidrolise da uréia, a liberagdo da amdnia eleva o pH estomacal, permitindo o
estabelecimento deste microorganismo. Ulceragdes na mucosa géstrica tém sido provocadas
por ureases bacterianas, cujos mecanismos de ag@o envolvem efeito direto da amoénia, tida
como um composto téxico, € um outro indireto, originario da prevengdo do fluxo de
prétons a partir das glandulas géastricas para a luz estomacal, resultando em uma
retrodifuséo destes prétons (HAZELL e LEE, 1986; MOBLEY, 2000; STINGL e REUSE,
2005). Recentemente, Suto ef al. (2001) mostraram que a urease de H. pylori e de outras
bactérias intestinais causam elevagdes nos niveis de amdnia sanguinea em esquilos com

cirrose hepatica.
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Dada a alta similaridade nas seqiiéncias de aminodcidos das ureases,
independentemente da espécie da qual ela foi purificada, é possivel que as ureases de

sementes de soja possam ter agdo antinutricional e/ou toxica.

2.4. Parametros Utilizados na Avaliag¢8io do Valor Nutricional Das Proteinas

A determinagdo quimica das quantidades de nutrientes indispensaveis na dieta €
muito valiosa. Porém, ela ndo é suficiente para caracterizar o valor nutritivo de um
alimento. Isto porque, na maioria dos casos, outros nutrientes, embora presentes nos
alimentos, ndo se tornam totalmente disponiveis ao organismo apds sua passagem pelo trato
digestério (SGARBIERI, 1996). A qualidade da proteina, também conhecida como valor
nutricional, depende de seu contetido em aminoéacidos, da utilizagdo dos aminoacidos apds
a digestfio, absor¢do e taxa minima obrigatdria de oxidacdio e, ainda, da propor¢do dos
aminodacidos para sintese protéica (FRIEDMAN, 1996).

Alguns indices, baseados em determinagdes quimicas, sdo usados na avaliagdo das
proteinas, porque estabelecem certas correlagdes entre a composi¢io da proteina e seu valor

nutritivo. Estes indices s@o obtidos através de ensaios bioldgicos e quimicos.

Digestibilidade

E a medida da percentagem das proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas
digestivas e absorvidas na forma de aminodcidos ou de qualquer outro composto
nitrogenado (TAGLE, 1981; SGARBIERI, 1996). Sua avaliagio “in vivo” & feita
calculando-se a razdo percentual entre o nitrogénio absorvido e o nitrogénio ingerido na
dieta. Pode ser calculada de uma forma simplificada, denominada digestibilidade aparente

(Da), expressa como:

14



A.A.B. Maia

Entretanto, esta forma de estimativa incorre em erros pelo fato de que nem todo
nitrogénio presente nas fezes corresponde a residuos alimentares ingeridos. Uma fragéo
deste nitrogénio fecal provém de células epiteliais descamadas, muco, enzimas, corpos
celulares microbianos etc. que constituem o chamado Nitrogénio Fecal Metabdlico. Se este
valor ndo for deduzido do teor encontrado nas fezes, a percentagem de nitrogénio absorvida

sera subestimada. A corregdo € feita pelo célculo da digestibilidade real ou verdadeira (Dv):

Dv=" Ningerido — Nfecat + Nfecal meabsiico) X 100

Ningerido

Utiliza¢do Liquida da Proteina (NPU)

Consiste em medir a percentagem do nitrogénio ingerido (Ningerido) que foi retido no
organismo (N,..z,). Este indice € calculado pela relagéio entre o nitrogénio corporal de ratos
alimentados com a dieta teste (Nr.se) € aquele de ratos alimentados com a dieta isenta de
proteina (N;sen0) (TAGLE, 1981; MAHAN E ESCOTT-STUMP, 1998).

NPU = Nieste — Nisenro x 100
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Valor Biologico (VB)

O valor biolégico expressa a fragdo do nitrogénio absorvido (Naasorvido) que ficou

retido no animal (N,ezido)-

VB = Nretido

Nabso i

A determinagdo do valor biol6gico de uma proteina € um dos métodos mais antigos
e perfeitos. Quanto menor o valor biolégico, maior a quantidade de proteina necessdria para
alcangar o equilibrio nitrogenado (MAIA, 1998; MAHAN E ESCOTT-STUMP, 1998).
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3.1. Geral

Avaliar se a urease de soja se constitui num fator antinutricional e/ou téxico para

ratos e contribuir para um maior conhecimento de sua participagéo na defesa quimica, uma

funcfo recentemente proposta para essa proteina.

3.2. Especificos

Selecionar gendtipos de soja para serem utilizados em ensaios biolégicos e na

purificagfo da urease;

. Purificar e avaliar o grau de pureza da urease obtida de sementes de soja, através da

determinac@o da massa molecular e da seqiiéncia NH,-terminal;

. Fazer avaliag8o “in vitro” dos efeitos da pepsina sobre a urease, através de eletroforese

em gel de poliacrilamida e determinagdo da atividade ureésica residual;

. Avaliar a qualidade nutricional de sementes de genétipos de soja contendo teores
diferenciados de urease, através da andlise do desempenho dos animais (ratos), de

alteracdes nos 6rgdos internos e da bioquimica do sangue;

. Avaliar os efeitos agudos da urease purificada até 24 horas ap6s sua administragdo, em
dose unica (1000 U), por via oral a ratos, observando a taxa de mortalidade e o

surgimento de alteracdes na mucosa gastrica dos animais;

. Determinar o pH e o niimero de equivalentes 4cidos no contetido estomacal de ratos até

4 horas ap6s administragdo de urease purificada, em dose unica (1000 U), por via oral.
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4.1. Sementes

Sementes quiescentes de soja [Glycine max (L) Merril], genétipos CD201, CD203,
CD204, CD206, CD207 e CD209, foram fornecidas pela Cooperativa Central Agropecuaria

de Desenvolvimento Tecnolégico e Econdmico Ltda (COODETEC), Cascavel, Parana.

4.2. Eritrdcitos

Eritrocitos utilizados nos ensaios de hemaglutinacio foram obtidos a partir de
amostras de sangue de coelho albino adulto (linhagem Nova Zelandia), mantido no biotério

do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Cearé
(UFC).

4.3. Animais de Experimentacio

Ratos (Rattus norvegicus), linhagem Wistar, e camundongos Swiss (Mus musculus)

foram provenientes de coldnias do Biotério Central da UFC.

4.4. Reagentes Quimicos

Acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina (BSA), anticorpo
de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, N-a-benzoil-L-arginina-p-
nitroanilida (BAPNA), concentrado protéico “egg white” (clara de ovo), “Coomassie

Brilliant Blue” G e R, ditiotreitol (DTT), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (tipo I-S),
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N,N,N’,N’-tetrametiletanolamina (TEMED), membranas de difluoreto polivinilideno
(PVDF), nitroazul tetrazolio (NBT), tripsina, triptofano, urease e marcadores de massa
molecular para eletroforese foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.
2-mercaptoetanol (2-ME) e dodecil sulfato de sédio (SDS) foram obtidos da Merck,
Darmstadt, Alemanha.
As matrizes cromatograficas foram adquiridas da GE Healthcare, Buckinghamshire,
Inglaterra.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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5.1. Preparacdo da Farinha dos Genétipos de Soja

5.1.1. Obtengdo da Farinha

Sementes quiescentes integras dos diferentes gendtipos de soja (CD201, CD203,
CD204, CD206, CD207 ¢ CD209) foram, primeiramente, trituradas em liquidificador e, em
seguida, em moinho para café, até obtencdo de uma farinha fina. As farinhas foram

acondicionadas em frascos hermeticamente fechados e conservadas a 4 °C.

5.1.2. Delipidagéo da Farinha

Amostras das farinhas dos diferentes gendtipos foram delipidadas com éter de
petréleo, na proporgéo de 1:10 (p/v), sob exaustdo de capela a temperatura ambiente, até a
completa remocdo dos lipidios. As farinhas delipidadas foram deixadas sobre papel de
filtro, a temperatura ambiente, até a evaporaggo total do solvente. Uma vez delipidadas, as

farinhas foram acondicionadas em frascos hermeticamente fechados e conservadas a 4 °C.

5.2. Composicio Quimica Elementar

5.2.1. Determinag&o de Umidade

Frascos secos, a 100 °C, e tarados, contendo aproximadamente 0,5 g de farinha dos
diferentes genétipos de soja, foram colocados em estufa com circulagdo de ar forcada a 100

°C, por 24 horas. Decorrido esse tempo, os frascos contendo as amostras foram transferidos
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para um dessecador e mantidos até que atingissem a temperatura ambiente (24 °C) sendo,
entdio, pesados. Apbs pesagem, os frascos contendo as amostras retornaram a estufa e o
processo foi repetido para verificagdo da constincia do peso. O teor de umidade foi
determinado através da diferenca entre os pesos inicial e final das amostras, sendo esse

valor expresso em percentagem do peso original.

5.2.2. Determinagédo de Cinzas

Cadinhos de porcelana previamente aquecidos a 105 °C por 1 hora, resfriados e
tarados, contendo cerca de 2 g de farinha de soja dos diferentes gendtipos, foram colocados
em mufla a 600 °C, por 4 horas, para incineragdo da matéria orgdnica. Em seguida, os
cadinhos foram transferidos para um dessecador até que atingissem a temperatura ambiente
¢ pesados. O teor de cinzas foi determinado pela diferencga entre os pesos inicial e final das

amostras, sendo o contelido expresso em percentagem.

5.2.3. Determinagéo da Fibra Bruta

O teor de fibra bruta foi determinado de acordo com a AOAC, 1980. Amostras da
farinha dos genétipos estudados (2 g) foram colocadas em recipientes de refluxacdo do
aparelho digestor (Sistema de Fibra Bruta/Modelo TR 146/8-50 e TE 146/5-50) juntamente
com 100 mL da solugdo de H,SO4 a 1,25% e submetidas & fervura por 30 minutos,
contados a partir do ponto de ebuligdo. Concluida a digestdo acida, procedeu-se a filtrago
com a haste de tela (200 — 400 mesh), lavando a tela com dgua destilada fervente sobre os
residuos. O material retido na tela foi removido com uma solugdo de NaOH a 1,25%
previamente aquecida (100 mL). O material foi novamente colocado no aparelho digestor e
submetido a fervura por mais 30 minutos. Concluida a digestdo alcalina, o residuo da

hidrdlise (dgua, fibra e minerais) foi filtrado em cadinho poroso adaptado a um recipiente
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acoplado a uma bomba de vacuo. O residuo sélido final foi lavado com élcool absoluto (20
mL) e, posteriormente, com éter etilico (10 mL) a fim de facilitar a secagem. Os cadinhos
foram, entdo, colocados em estufa com circulag@o forgada de ar por 12 horas a 105 °C. Em
seguida, os recipientes foram transferidos para dessecador e pesados. Essa pesagem
forneceu o peso do material que constava de fibras e minerais. O passo seguinte foi uma
calcinac@io em mufla a 500 °C, durante 4 horas. Nesta etapa, toda fibra foi oxidada, restando
apenas minerais. O valor referente a fibra bruta foi obtido pela diferenca entre o peso do
residuo das digestdes antes da calcinagdo e o residuo mineral final, sendo o resultado

expresso como percentagem do peso seco da farinha das sementes.

5.2.4. Determinacgdo do Teor de Proteina Total

O teor de proteina total das farinhas dos genétipos de soja estudados foi
determinado pelo método de Kjeldahl, adaptado para medida do nitrogénio através do
ensaio colorimétrico descrito por Baethgen e Alley (1989). Baldes de mineralizagdo,
contendo em torno de 0,5 g das farinhas, 5,0 g de catalisador (K>SO, CuS04.5H;O e
selénio, na proporcdo de 100:10:1) e 25 mL de H,SO, concentrado foram colocados no
digestor, para a completa digestdo das amostras. As amostras digeridas foram diluidas para
200 mL em 4gua grau milli-Q. Aliquotas desse material foram utilizadas para determinagio
do teor de nitrogénio total, através de ensaio colorimétrico, sendo as leituras das
absorbancias feitas a 650 nm. O teor de nitrogénio foi determinado utilizando-se uma curva
obtida com sulfato de amonio. A proteina total foi determinada através da multiplicagéo do

teor de nitrogénio pelo fator 6,25.

5.2.5. Determinag@o do Teor de Lipidios Totais
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Os lipidios totais foram determinados conforme a técnica descrita pela AOAC
(1980), usando-se n-hexano como solvente. Cartuchos de papel de filtro, contendo cerca de
2 g de farinha dos genétipos de soja avaliados, foram colocados em contato com n-hexano
por 8 horas, em extratores de Soxhlet acoplados a baldes previamente desengordurados,
secos e tarados. Em seguida, o solvente foi evaporado em banho-maria a 70 °C e os balGes
foram levados para estufa a 105 °C durante 1 hora e, entdo, resfriados até a temperatura
ambiente ¢ pesados. Esse procedimento foi repetido até obtengfio de pesos constantes. Os
lipidios totais foram calculados pela diferen¢a dos pesos inicial e final dos baldes, sendo os

valores expressos em percentagem do peso seco das amostras.

5.3. Extracdo e Determinagéo de Proteina

Para extragdo das proteinas, farinha delipidada dos genétipos CD201, CD203,
CD204, CD206, CD207 e CD209 foi posta em contato com tampéo fosfato de sodio 0,02
M, pH 7.5, na proporgéo de 1:4 (p/v), contendo EDTA 0,001 M, 2-mercaptoetanol 0,005
M, deixada sob agitagdio continua por 1 h, 4 °C, sendo, em seguida, filtrada em pano de
trama fina. O filtrado foi centrifugado a 30.000 x g, 20 minutos, 4 °C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante obtido denominado de Extrato Total.

Para determinagdo do teor de proteinas, foi utilizada a metodologia descrita por
Bradford (1976). A 100 uL de amostra, em diferentes concentragdes, foram adicionados 2,5
mL do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e apés 10 minutos em repouso foram
feitas leituras das absorbancias a 595 nm (espectrofotdmetro tipo Espectronic Genesys 8,
Spectronic Instruments). A concentragéo protéica foi estimada através de uma curva padréio

obtida a partir de concentracdes conhecidas de BSA.
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5.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) das Farinhas dos Genétipos de Soja

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970), adaptada para o uso de placas medindo 16,5 x 18,5 cm. O gel
de aplicag@o encerrava 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tamp&o Tris-HCI
0,5 M, pH 6,8, e o de separagdo 15% de acrilamida e 1,0% de SDS, em tampé&o Tris-HCI
3,0 M, pH 8,8. As amostras (4 mg de farinha/mL) foram dissolvidas em tampéo Tris-HCl
0,0625 M, pH 6.8, contendo SDS 1%, na presenca de 1% de 2-mercaptoetanol e 20% de
glicerol, colocadas 30 minutos sob agitagdo e entfio centrifugadas 13.000 x g, por 10
minutos. As amostras foram aquecidas a 100 °C, durante 10 minutos, e centrifugadas a
10.000 x g (centrifuga “Eppendorf” 541 7R), por 5 minutos, a 10 °C. Aos sobrenadantes,
foi acrescentado azul de bromofenol, a fim de permitir visualizagdo da corrida
eletroforética. Aliquotas encerrando 40 pL foram aplicadas por pogo e a corrida conduzida
a corrente constante de 20 mA, durante aproximadamente 4 horas. As bandas protéicas
foram visualizadas por colorac@o com “Coomassie Brilliant Blue R”. Como marcadores de
massa molecular foram usados: albumina sérica bovina (67,0 kDa); albumina do ovo (45,0
kDa); gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (36,0 kDa); anidrase carbdnica bovina (29,0
kDa); tripsinogénio de pancreas bovino (24,0 kDa); inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz
(20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa). A massa molecular aparente da proteina de
interesse foi estimada a partir de uma curva padro construida com os Rfs dos diferentes

marcadores de massa molecular utilizados.

5.5. Detecgdio e Quantificacdo de Fatores T6xicos e/ou Antinutricionais

5.5.1. Urease
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Farinha delipidada dos diferentes genétipos de soja foi colocada em contato com
tampdo fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,5, contendo EDTA 0,001 M, 2-mercaptoetanol 0,002
M, na propor¢do de 1:4 (p/v) (FOLLMER et al, 2004a). A suspensdo foi deixada sob
agitacdio continua por 1 hora, 4 °C, sendo, em seguida, centrifugada a 13.000 x g 20
minutos, 4 °C. A determinagéo da atividade uredsica foi feita como descrito por Kaplan
(1969), com algumas modificacdes. Aliquota de 0,1 mL de uma solugdo de uréia 0,5 M foi
misturada com 0,7 mL de EDTA 2%, tamponado com tampdo fosfato de sédio 0,02 M, pH
7.,5. Ap6s adigdo da amostra (0,2 mL), a mistura foi incubada a 37 °C, por 15 minutos. A
seguir, foi adicionado a essa mistura 1 mL da solugdo A (62 g de fenol + 0,25 g de
nitroprussiato de sédio/L) e 1 mL da solugdo B (43 mL de hipoclorito de sédio 5,25% + 20
g de hidréxido de sédio/L), sendo, entfo, deixada a 37 °C, por 5 minutos. Passado esse
tempo, foram adicionados 7 mL de 4dgua grau milli-Q aos tubos, sendo estes cobertos com
parafilme e agitados vigorosamente. As leituras das absorbancias foram feitas a 625 nme a
atividade enzimatica foi avaliada em relagdo a uma curva obtida com urease comercial

(Sigma 41H7008 - 870.000 U/g).

5.5.2. Inibidor de Tripsina

A dosagem dos inibidores de ftripsina foi realizada seguindo-se a técnica
originalmente descrita por Kakade com algumas modificagdes (HAMERSTRAND et al.,
1981). Amostras de 0,02 g foram suspensas em 1 mL de NaOH 0,01 N, mantidas sob
agitagdo constante por 3 horas a temperatura ambiente e, em seguida, colocadas em repouso
por 30 minutos. Apés este periodo, os extratos foram centrifugados a 15.000 x g, por 5
minutos. Ap6s centrifugacéo, aliquotas de 0,1 mL das amostras foram incubadas, por 45
minutos, a 37 °C, num meio de reago que consistia de 1,6 mL de tampéo Tris-HCI 0,05 M,
pH 8,2, contendo CaCl, 0,02 M, 0,1 mL de tripsina (solugfio estoque de 0,4 mg em 10 mL
de HCI 0,001 N) e 0,1 mL do substrato BAPNA. A reagio foi interrompida com 4cido

acético a 30% (v/v) e a leitura feita a 410 nm. Os resultados foram calculados levando-se
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em conta a curva obtida com inibidor de tripsina de soja (padrfo) e expressos como
quantidade (mg) de tripsina inibida por grama de farinha.

Para dissolugdio de 10 mg do BAPNA foi usado, primeiramente, 0,5 mL de
dimetilsulféxido que, por sua vez, foi agitado vigorosamente em “vortex” até a completa
dissolugdo do substrato. Em seguida, o volume foi completado para 1 mL com 4gua grau

milli-Q, sendo esta solug@o novamente agitada e usada imediatamente.

5.5.3. Lectina

Para detecgdo e dosagem de lectina foi empregada a técnica de hemaglutinagdo
segundo metodologia descrita por Moreira e Perrone (1977), com algumas modificagdes
(VASCONCELOS et al., 1991). As amostras foram submetidas a diluicdes seriadas em
tubos de ensaio, na presenga de NaCl 0,15 M (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 etc). A 0,25 mL de cada
dilui¢do, foi adicionado igual volume de uma suspens@io de eritrocitos (2%). Os tubos
foram incubados a 37 °C, 30 minutos, deixados em repouso por mais 30 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a 3.000 x g por 30 segundos a
temperatura ambiente. A visualizaciio dos aglutinados foi feita a olho nu e os resultados
foram expressos em unidades de hemaglutinagdo (UH), definida como inverso da maior

diluigdo da amostra ainda capaz de aglutinar hemécias.

5.5.4. Toxina

Para avaliacdo de toxicidade aguda foi utilizada a via intraperitoneal (i.p.) em
camundongos Swiss, pesando entre 20-25 g, alimentados ad libitum com dieta peletizada
comercial. Diferentes teores de proteina foram testados de modo a encontrar a dose méxima
ndo letal, a dose minima capaz de causar 100% de letalidade e doses intermediarias

envolvendo percentuais de morte no intervalo de 0-100%. A toxicidade foi expressa como
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DLso, sendo uma unidade considerada como a quantidade de proteina (mg de proteina/g de
peso corpdreo) necessdria para produzir convulsdes e morte em 50% dos animais testados
no periodo de 24 horas (VASCONCELOS et al., 1994).

Tendo sido determinada uma elevada atividade ureésica no genétipo CD203, este
foi selecionado para seguir nas etapas de purificagdo da urease, mostradas no esquema
apresentado na FIGURA 1, seguindo-se o protocolo descrito por Follmer et al. (2004a),
com algumas modificagdes. A purificagdo da enzima foi monitorada através da
determinagfo de sua atividade ureolitica, conforme descrito no item 5.4.1., ap6s cada etapa

de purificacdo.

5.6.1.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

Este procedimento foi empregado com o objetivo de acompanhar o processo de
purificag@o, monitorar o grau de pureza da proteina obtida e estimar a massa molecular. A
eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Laemmli (1970), adaptada para o uso de placas medindo 10 x 8 cm. O gel de aplicagdo
encerrava 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tampdo Tris-HCI1 0,5 M, pH
6,8, e o de separagdo 15% de acrilamida e 1,0% de SDS, em tamp#o Tris-HCI 3,0 M, pH
8,8. As amostras (2 mg/mL) foram dissolvidas em tamp&o Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8,

contendo SDS 1%, na presenga de 1% de 2-mercaptoetanol e 20% de glicerol. As amostras
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foram aquecidas a 100 °C, durante 10 minutos, e centrifugadas a 10.000 x g (centrifuga
“Eppendorf” 541 7R), por 5 minutos, a 10 °C. Aos sobrenadantes, foi acrescentado azul de
bromofenol, a fim de permitir visualizag@o da corrida eletroforética. Aliquotas encerrando
20 pL foram aplicadas por pogo e a corrida conduzida a corrente constante de 20 mA,
durante aproximadamente 2 horas. As bandas protéicas foram visualizadas por coloragio
com “Coomassie Brilliant Blue R”. Como marcadores de massa molecular foram usados:
albumina sérica bovina (67,0 kDa); albumina do ovo (45,0 kDa); gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (36,0 kDa); anidrase carbdnica bovina (29,0 kDa); tripsinogénio de pancreas
bovino (24,0 kDa); inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactalbumina
(14,2 kDa). A massa molecular aparente da proteina de interesse foi estimada a partir de
uma curva padrdo construida com os Rfs dos diferentes marcadores de massa molecular

utilizados.

5.6.1.2. Determinagfio da Seqiiéncia de Aminoéacidos NH,-Terminal

A seqiiéncia de aminoééidos NH,-Terminal da urease foi determinada através da
degradacdo de Edman, utilizando-se sequenciador automético de proteinas (Shimadzu,
modelo PPSQ-21/23). Para tanto, amostras da urease purificada foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (conforme descrita anteriormente) e,
em seguida, eletrotransferida (sistema “trans blot”, Multiphor II Pharmacia-LKB) para
membrana de PVDF. A eletrotransferéncia foi conduzida a 50 V, 150 mA, por 45 minutos.
Ao término, a membrana foi saturada com metanol 100% e, em seguida, lavada com agua
grau milli-Q e corada com “Coomassie Brilliant Blue” R-250 0,1% em metanol 50% e
acido acético 1%, por 15 minutos. Decorrido esse tempo, a membrana foi descorada com
solugdo de metanol 50% e 4acido acético 1%, tendo sido trocada vérias vezes, até
visualizag@io das bandas protéicas. A banda correspondente & subunidade da urease foi
recortada da membrana e submetida a determinagfio de sua seqiiéncia de aminodcidos NH,-
terminal. A seqiiéncia obtida foi submetida ao alinhamento automético através do sistema

NCBI-BLAST.
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Farinha de Soja Delipidada (20 g)

80 mL de tampdo fosfato de soédio 0,02 M, pH 7,5,
EDTA 0,001 M, 2-mercaptoetanol 0,005 M, 1 h agitac&o,
4 °C, centrifugacdo 30.000 x g, 20 minutos, 4 °C

Sobrenadante

Acetona gelada 20% (v/v, concentragéo final), 1 h, 4 °C,
centrifugacio 30.000 x g, 20 minutos, 4 °C

Sobrenadante
Dialise (cut-off 50 kDa) contra tampédo fosfato de sédio

0,02 M, pH 7,5, EDTA 0,001 M, 2-mercaptoetanol 0,005
M, por 12 horas

Cromatografia de Troca-I6nica em Matriz de Q-Sepharose Fast Flow

Equilibrada com tampdo fosfato de sodio 0,02 M, pH
7.5, EDTA 0,001 M, 2-mercaptoetanol 0,005 M;

Eluicgo das proteinas com o tampdo de equilibrio + NaCl
0,15 M e tampio de equilibrio + NaCl 0,3 M (ureases)

Diélise (cut-off 50 kDa) contra 4gua e concentragdo por
liofilizagdo

Cromatografia de Exclusio Molecular em Matriz de Sephacryl S-300 HR

Equilibrada com tampéo fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,5,
EDTA 0,001 M. Percolagdo da coluna com o préprio
tampdo de equilibrio

Urease

FIGURA 1. Esquema geral de purificagdo das ureases de sementes de soja.
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5.7. Avaliacio in vitro dos Efeitos da Pepsina sobre a Urease

Inicialmente, 10 mg de urease purificada foram dissolvidos em 5 mL de HCI 0,1 N.
Dessa solugdo, foram retiradas aliquotas de 250 pL e adicionados 50 pL de solugdo de
pepsina (1 mg/mL em HCI 0,1 N, pH 1,75). Esta proporgdo equivale a uma relagéo
enzima/proteina de 1:10. As aliquotas foram colocadas em banho-maria a 37 °C durante 0,
60, 120 e 240 minutos. Parte das aliquotas retiradas foi acrescida, imediatamente, de 250
pL de tampdo de amostra 2 vezes concentrado (Tris-HCI 0,125 M, SDS 2%, pH 6,8) para
eletroforese ¢ aquecida a 100 °C, durante 5 minutos. A cada uma das amostras foi
adicionada 1 gota de azul de bromofenol a 0,02% e cristais de sacarose, preparando-se,
assim, para a corrida eletroforética. O tempo zero foi composto da amostra, enzima e
tampdo de corrida. O restante das aliquotas foi utilizado para dosagem de atividade

ureasica, conforme metodologia descrita anteriormente.

5.8. Ensaios Imunolégicos

5.8.1. Obtencdo de Anticorpos Policlonais Anti-Urease de Soja

Para produgdio e obtengdo da fracdio imune IgG anti-urease foi seguida a
metodologia originalmente descrita por Harboe e Inglid (1973). O soro imune contra a
urease foi obtido a partir de coelhos da raga Nova Zeldndia branca. Os animais foram,
inicialmente, inoculados por via intramuscular (i.m.) com uma emuls3o contendo 2 mg de
urease, 0,5 mL de NaCl 0,15 M e 0,5 mL de adjuvante completo de Freund's. Esse
processo foi repetido apés 21 e 36 dias, mas através de injegdes subcutineas (s.c.) em
vérias regides do corpo (1° e 2° reforgos) e sem a adi¢io do adjuvante de Freund's. Apés 7
dias do 2° reforgo, foi feita a primeira sangria, através de pequena incis3o longitudinal na

veia marginal da orelha e aplicada uma outra dose de reforgo preparada de forma idéntica a
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anterior. Este procedimento foi repetido semanalmente, até obtengdo de quantidade
suficiente de soro imune. A colheita do sangue foi efetuada em tubos de ensaio, sem
anticoagulante, e mantidos & temperatura ambiente para que houvesse a completa retragdo
do coagulo. Em seguida, o soro obtido foi centrifugado a 4.000 x g, por 5 minutos, para
completa remog@o do coédgulo.

Para purificacdo das IgG, o soro obtido foi submetido a precipitagéio com sulfato de
amonio sélido, a 33% de saturagdio. Em seguida, foram feitas trés dilises alternadas com
4gua destilada e tampdo acetato 0,05 M, pH 5,0, durante 6 dias. Apés a ultima dialise com
4gua, o material foi centrifugado a 15.000 x g, 20 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi
submetido & cromatografia em coluna de Proteina A-agarose P-2545, equilibrada com
tampdo fosfato de sédio 0,02 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M. Apés a coluna ter sido
equilibrada com o referido tampdo, 20 vezes o seu volume, a amostra previamente
centrifugada foi aplicada na coluna. O material retido, rico em IgG anti-urease, foi eluido
com tamp#o fosfato de sédio 0,2 M, pH 3,0, contendo &cido citrico 0,1 M. Esse material foi

dialisado contra dgua grau milli-Q, concentrado por liofilizagdo e armazenado a 2 °C.

5.8.2 “Dot Blotting”

Esta técnica foi utilizada para estimar o titulo dos anticorpos. Para isso 10 pL de
urease de soja (1 mg/mL em fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,5) foram aplicados sobre
membrana de nitrocelulose e deixados secar. Em seguida, a membrana foi bloqueada com
tampdo Tris 0,05 M, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05% e leite em pé
desnatado 5% (p/v), cujo tempo de contato foi 1 hora. Decorrido esse tempo, a solugdo
bloqueadora foi descartada e a membrana incubada com o anticorpo anti-urease de soja
(1:50, 1:100 e 1:500), por uma noite, a 37 °C. Apds incubagdo, a membrana foi colocada no
tamp&o de lavagem por cinco vezes consecutivas, cada uma com duragdo de 10 minutos e,
entdo, incubada com IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina

(1:1.000), por 1 hora, a 37 °C. Apds lavagem da membrana sob as mesmas condiges, foi
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seguido o procedimento de revelagiio que consistiu em colocar a membrana em contato
com o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT). A
membrana de nitrocelulose foi deixada em contato com a solugé@o do substrato e monitorada
até que fosse visualizada mudanca de coloragdio que caracterizasse a reagdo antigeno-
anticorpo quando, ento, foi lavada com sucessivas trocas de dgua e o titulo estimado.

Prova em branco foi feita substituindo-se o anticorpo primario pelo soro pré-imune.

5.8.3. “Western Blotting”

Para realizagdo do Western Blotting foi seguida a metodologia descrita por Towbin
et al. (1979). Apés eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme descrita no item 5.6.1.,
as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF em uma unidade de transferéncia
(sistema “trans blot”, Multiphor II Pharmacia-LKB), usando tamp&o Tris 0,025 M, glicina
0,192 M, metanol 20%, SDS 0,01%, pH 8,3. A eletrotransferéncia foi conduzida a 50 V,
150 mA, por 45 minutos. Apés transferéncia das proteinas, a membrana de PVDF foi
bloqueada com tampdo Tris 0,05 M, pH 7.4, contendo NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05% e
leite em p6 desnatado 5% (p/v), cujo tempo de contato foi 1 hora. Decorrido esse tempo, a
solugdo bloqueadora foi descartada e a membrana incubada com o anticorpo anti-urease de
soja (1:50), por 16 horas, a 4 °C. Ap6s incubagdo, a membrana foi colocada no tampdo de
lavagem por 5 vezes consecutivas, cada uma com durag3o de 10 minutos e, entfo, incubada
com IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (1:1000), por 1
hora, a 37 °C. Apés lavagem da membrana sob as mesmas condigdes, foi seguido o
procedimento de revelag@o descrito nos ensaios de Dot blot. A membrana foi secada a

temperatura ambiente e guardada ao abrigo da luz.

5.9. Ensaios Biolégicos
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Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os Principios
Eticos da Experimentagio Animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (1991) e aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal

do Ceara.

5.9.1. Ensaio Bioldgico 1 - Avaliagdo da Qualidade Nutricional de Sementes de Genétipos

de Soja Contendo Teores Diferenciados de Urease

Sementes de gendtipos de soja, CD201 e CD 203, exibindo atividades ureasicas
significativamente diferentes, 52,37 + 5,1 e 135,75 + 12,9 U/gF, respectivamente, foram
selecionados para serem submetidos ao teste de avaliagdo da qualidade nutricional de suas
proteinas, de acordo com a técnica descrita por Miller e Bender (1955). Ainda, como
subsidio para a escolha desses dois genoétipos, foi considerado o fato de que eles possuem
teores iguais de proteinas e dos outros constituintes protéicos toxicos e/ou antinutricionais
(inibidores de tripsina, lectina e toxinas) analisados no presente trabalho. Esse ensaio teve
como objetivo avaliar se em um experimento de curta duracéo, apenas 10 dias, considerado
sub-cronico, seria possivel sugerir algum efeito relacionado ao consumo da urease, mesmo
ela estando junta com varios outros componentes existentes nas sementes.

Ratos “Wistar”, machos, desmamados com 21 dias de idade, foram alimentados
com racdo comercial peletizada até atingirem peso médio de S0 g. Os animais foram
alimentados com uma dieta contendo proteinas da clara do ovo, ad libitum, por trés dias,
para adaptagdo a sua forma pulverizada, sendo, entéo, selecionados de acordo com o peso
corporeo. Em seguida, os ratos foram alimentados com dietas controles (clara do ovo e
aprotéica) e experimentais (contendo farinha de sementes dos genétipos de soja CD201 e
CD203) durante 10 dias. Para cada dieta, foram usados 6 animais, mantidos em gaiolas
metabdlicas individuais (FIGURA 2), que possibilitam a coleta de fezes, urina e dieta

perdida. Agua e dieta foram oferecidas ad libitum. As dietas controles e experimentais
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AGUA

COLETA DE

AGUA
PERDIDA
. COLETA
COLETA . DE FEZES
DE URINA

FIGURA 2. Gaiolas metabélicas utilizadas pelos animais no experimento de avaliagdo da

qualidade nutricional de genétipos de soja.
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(TABELA 1) foram preparadas encerrando 10% de proteinas (100 g de proteina por Kg de
dieta). As dietas experimentais foram suplementadas com metionina e triptofano. Durante
todo experimento, os ratos e a dieta refugada foram pesados diariamente. As fezes foram
coletadas durante os tltimos cinco dias do experimento, secadas em estufa sob ventilagfo a
40 °C, por 24 horas, pesadas e trituradas em moinho para café, para posterior determinag&o
de nitrogénio total (BAETHGEN e ALLEY, 1989). Ao final dos 10 dias, foram
coletadas amostras (2 mL) de sangue dos animais via plexo orbital e, em seguida, estes
foram sacrificados por inalagéio com halotano, sendo seus 6rgéos internos (bago, coragéo,
figado, rins, estdmago, intestino delgado, intestino grosso, pancreas, pulmdes e timo)
dissecados, liofilizados e pesados. As carcagas foram colocadas em estufa a 100 °C, por 24
horas, pesadas e trituradas, juntamente com seus respectivos orgdos, para determinagdo do
teor de nitrogénio corporal (BAETHGEN e ALLEY, 1989).

Os indices para avaliagdo da qualidade protéica foram a Utilizagdo Liquida de
Proteina (NPU), Digestibilidade (D) e Valor Biolégico (VB) (MILLER e BENDER, 1955),

como jé descrito no item 2.4.
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TABELA 1. Composigio (g/Kg) das dietas controle (clara do ovo e aprotéica) e
experimentais (farinhas de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203)

Ingredientes Clara do ovo NPC* CD201 CD203
Amido de milho 380,38 500 175,77 206,57
Fécula de mandioca 100 100 100 100
Glicose 150 150 150 150
Oleo de milho 150 150 150 150
Vitaminas® 50 50 50 50
Minerais® 50 50 50 50
Clara do ovo 119,62 X X X
CD201 X % 321,33 X
CD203 X X X 290,53
L-metionina X X 23 23
L-triptofano X X 0,6 0,6

"NPC — controle n#o protéico.
® Mistura de vitaminas [vitamina B2 (100%) 0,02; acido félico 0,04; biotina (99%) 0,04;
piridoxina HCl 0,04; tiamina HCIl 0,04; riboflavina (99%) 0,21; pantotenato de calcio

(97,5%) 1,20; acido nicotinico 4,00; inositol 4,00; p-amino-benzdicol12,00; cloreto de
colina (50%) 24,00 e amido de milho 954,39].
¥ Mistura de minerais (sulfato de cobre pentahidratado 0,40; sulfato férrico heptahidratado

5,00; sulfato manganés 3,03; sulfato de zinco heptahidratado 3,60; iodato de potassio

0,04; iodeto de potassio 0,04; fluoreto de sédio 0,12; vanadato de aménia 0,01; cloreto de
niquel hexahidratado 0,08; clorato de estanho pentahidratado 0,12; selenito de sddio

0,006).
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5.9.1.1. Analises Histolégicas e Morfométricas

Amostras coletadas dos 6rgdos (intestino delgado, rins e estdbmago) foram fixadas
em formol 10%, por 24 horas. Em seguida, foram processadas por meio de metodologia
convencional para obtengdo de fragmentos incluidos em parafina, compreendendo
desidratacdo em solugdes alcodlicas de concentragdo crescente (70, 80, 90, 95 e 100%),
diafaniza¢@o em xileno, impregnago e inclusiio em parafina. Os cortes histol6gicos foram
feitos em micrétomo, com espessura média de 5 pm, e corados com hematoxilina-eosina.
Imagens fotomicrograficas dos cortes histolégicos preparados foram obtidas com uso de
camara digital OLYMPUS D-5060 acoplada a microscépio OLYMPUS Modelo CX-40
(aumentos de 100 e 400x).

A mucosa do estdmago foi medida a partir da superficie luminal até a muscular da
mucosa da mucosa com auxilio do programa Image J para andlise de imagens, calibrado
com ajuda de ldmina micrométrica OLYMPUS AX 0001 OB-M 1/100.

5.9.1.2. Bioquimica Sanguinea

Amostras de sangue dos animais foram usadas para dosagens de marcadores de
funcéo renal (uréia e creatinina) e hepaticos [aspartato amino transferase (AST) e alanina
amino transferase (ALT)] e de proteinas totais, glicose, urease e amilase. Nas dosagens
foram utilizados kits da Bioclin (QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda, Belo Horizonte,
MG), seguindo-se as instrugdes do fabricante.

A determinagfio da creatinina foi conduzida através do método de Jaffé com
modificagdes (SLOT, 1965). A creatinina reage com o &cido picrico, formando um
complexo de cor amarelo-avermelhado. Com a adicdo do regente 4cido, a cor devida a
creatinina € desfeita, permanecendo a coloragdo relacionada aos cromogénios. Por
diferenga entre as leituras (510 nm) obtidas no pH alcalino e no pH 4cido, tem-se o valor

real da creatinina, utilizando-se um padréo de concentragio conhecida (creatinina 3 mg).
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Para dosagem de uréia foi utilizado o método enzimético colorimétrico descrito por

Kaplan (1969). A uréia ¢ hidrolisada a ions amonio e CO; pela urease em pH alcalino, na
presenga de salicilato de sédio e hipoclorito de sédio, sob a agdo catalisadora do
nitroprussiato de sédio, para formar o azul de indofenol. A intensidade de cor (absorbancia
em 600 nm) é proporcional & concentraggo de uréia na amostra analisada, e o célculo € feito
utilizando-se a leitura referente a um padréo de concentragio conhecida (uréia 70 mg).
As transaminases (TGO - transaminase glutdmica oxalacética ou AST - aspartato
aminotranferase ¢ TGP - transaminase glutdmica pirivica ou ALT - alanina
aminotranferase) foram dosadas no soro dos animais de acordo com o principio descrito por
Reitman e Frankel (1957). Substratos (alfa-cetoglutarato, DL-aspartico ou DL-alanina)
foram colocados em contato com o soro formando um produto de cor marrom em meio
alcalino, cuja leitura de absorbéncia foi conduzida a 505 nm. Para os célculos ¢ utilizado
uma curva de calibragdo utilizando um padriio de concentracdo conhecida (Piruvato de
Sédio 2,53 mmol/L, Tampéo fosfato 0,1 mol/L ph 7,4 e Azida sédica 7,7 mmol/L).

As proteinas séricas totais foram determinadas através da metodologia de Reinhold
(1968), modificada por Doumas et al (1981), utilizando-se o reagente de Biureto, o qual se
liga de forma especifica com peptideos contendo mais de duas ligacdes peptidicas. Tais
compostos reagem com fons cilipricos em meio alcalino, produzindo um complexo de
composig@o desconhecida de cor violeta, o qual é medido colorimetricamente a 540 nm,
cuja leitura € proporcional ao nimero de ligagSes peptidicas presentes. Para os calculos é
utilizado um padrdo de concentragdo conhecida (Albumina 4g/dL, estabilizador e Azida
sddica 15,38 mmol/L.

A taxa de glicose foi determinada seguindo a metodologia enzimaética colorimétrica
— GOD —PAP. A glicose € oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) formando
4cido glucdnico e peréxido de hidrogénio. Através de uma reagfio oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja
absorbancia medida em 505 nm, ¢ diretamente proporcional & concentragéo de glicose na
amostra. Para os célculos ¢ utilizado um padréio de concentragdo conhecida (Glicose 100,0
mg/dL (5,56 mmol/L) Acido benzbico 20,47 mmol/L).
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A determinagdio da atividade amiléasica foi feita através do método de Caraway
(1959). O principio do método inclui a incubagfio do soro com o amido. Pela adigdo do
iodo, o amido n#o hidrolisado adquire coloragdio azul ocasionando uma diminuigdo da

atividade enzimatica.

5.9.2. Ensaio Biologico 2 - Avaliagéo da Toxicidade Aguda da Urease Purificada por Via
Oral (Dose Unica)

No segundo ensaio bioldgico, foi utilizado urease purificada de sementes do
genétipo CD203. Este ensaio teve como finalidade a anélise da toxicidade aguda da urease
para animais submetidos a uma exposicdo de curta duragfio. A avaliagio da toxicidade
aguda da urease utilizando dose tinica foi realizada segundo metodologia descrita por Brito
(1994), com modificagdes.

Para célculo da dose de urease a ser administrada, foi tomada como base a atividade
ureasica detectada em sementes de soja, gendtipo CD203, sendo considerada a quantidade
total de unidades uredsicas recebida por um animal durante 10 dias, conforme ocorrido no
ensaio bioldgico 1, item 5.9.1. Assim sendo, cada animal recebeu 1000 unidades ureasicas.

Na conducdo do ensaio, ratos com peso médio de 70 g foram adaptados em gaiolas
metabolicas durante trés dias, com ragdo comercial e dgua ad libitum. Em seguida, os
animais foram submetidos ao jejum de dieta por 12 horas, e ao jejum total (comida e agua)
por mais 1 hora. Os animais foram, entfo, entubados com sonda orogéstrica, contendo 0,7
mL de uma solugfio de urease purificada, preparada em NaCl 0,15 M, encerrando 1000
unidades. Animais controles receberam apenas NaCl 0,15 M. Agua e ragdo foram
novamente oferecidas ad libitum aos animais, 1 e 4 horas apds entubagdo, respectivamente.
Apés os periodos de 4, 8 e 24 horas, os animais (n = 4) foram sacrificados por inalagdo com
halotano e o estdmago dissecado. Como pardmetros de toxicidade aguda foi observada a
taxa de mortalidade dos animais e feitas andlises histolégicas de cortes do estémago, como

descrito nos item 5.9.1.1.

42



A.A.B. Maia

5.9.3. Ensaio Biolégico 3 - Determinagio do pH e Equivalentes Acidos no Contetido
Estomacal de Ratos Submetidos a2 Administragfio de Urease Purificada por Via Oral

Tendo em vista a presencga de alteragdes histolégicas e morfométricas no estdbmago
de animais, ligadas a presenga de urease, um terceiro ensaio biolégico foi programado de
modo a avaliar pardmetros relacionados & acidez do contetido estomacal. Para isso, um
ensaio, utilizando urease pura, foi conduzido de forma bastante parecida ao descrito no item
5.9.2, exceto que os animais (n = 6) foram sacrificados com 15, 30, 45, 60, 120 e 240
minutos ap6s a gavagem. O estdmago dissecado foi imerso em 4 mL de NaCl 0,15 M,
aberto e lavado para retirar o conteido estomacal. Em seguida, o estdmago esvaziado foi
secado em papel de filtro e pesado. O conteudo estomacal foi centrifugado a 3.000 x g, por
10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi utilizado para medida do pH e da
producio de acido, seguindo a metodologia descrita por Gut ef al. (2002). Para célculo dos
equivalentes acido do estdmago, foi feita uma curva de titulagio utilizando-se uma solugéo
padronizada de NaOH 0,0098 N, de modo a possibilitar a determinagdo do ponto de

equivaléncia (JULIAO, 1997), sendo os valores expressos em microequivalentes de acido

por grama de estomago (1LEq./gE).

5.10. - Analise Estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett, para confirmagéo da normalidade da distribuicdo e homogeneidade de varidncia
entre os tratamentos, respectivamente. Confirmado o atendimento das exigéncias para
realizagdo da andlise de varidncia (ANOVA), esta foi executada por meio do procedimento
GLM do programa SAS (1999) e os testes de comparagdo de médias foram selecionados
segundo os critérios estabelecidos por (SAMPAIO, 2002). Resultados referentes a

composic¢do centesimal foram comparados através do teste de Tukey (p< 0,05). Peso fresco
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e seco relativo de érgdos (CV < 15%) foram comparados pelo teste de Student-Newman-
Keuls (SNK), enquanto os pardmetros séricos, balanco nitrogenado e produgéo géstrica de
dcido, nas comparagdes entre tratamentos dentro de cada tempo apds aplicagdo (CV >
15%), foram executadas pelo teste t de Student. O teste de Dunnett foi aplicado para
comparagdes entre os tratamentos experimentais e o controle quanto a produgéo de mEq de
acido no ambiente estomacal em diferentes tempos apds a aplicagdo da amostra por

gavagem. As médias foram consideradas significativamente diferentes quando p < 0,05 e os

resultados foram apresentados como média + desvio padréo.
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6.1. Composicdo Quimica Elementar

Os teores de umidade, cinzas, fibra bruta, proteina e lipidios das farinhas das
sementes de soja, gendtipos CD201, CD203, CD204, CD206, CD207 e CD209 estdo
mostrados na TABELA 2. Os genétipos apresentaram valores de umidade e cinza variando
de 8,53 a 10,20 g/100 g de farinha e de 4,45 a 4,86 g/100 g de farinha, respectivamente,
havendo diferengas significativas entre alguns deles (p < 0,05). Quanto aos teores de fibra
bruta os valores encontrados variaram de 3,80 a 5,70 g/100 g de farinha, ndo diferindo
significativamente (p > 0,05). Como esperado, todos os genétipos apresentaram elevados
contetidos protéicos e lipidicos, variando de 30,23 a 46,35 g/100 g de farinha e de 19,25 a
23,10 g/100 g de farinha, respectivamente, tendo sido detectada variagdo significativa entre

alguns dos genétipos avaliados.

6.2. Comparagéo dos Perfis Protéicos das Farinhas de Sementes dos Diferentes Genétipos
de Soja por PAGE-SDS

Os perfis eletroforéticos encontrados para as farinhas dos genétipos CD201, CD203,
CD204, CD204, CD207 e CD209 estdo mostrados na FIGURA 3. PAGE-SDS sob
condic¢des redutoras nfo mostrou diferencas marcantes entre os gen6tipos, no que concerne

a distribuigéo de bandas protéicas.

6.3. Deteccéo e Quantificacdo de Fatores Téxicos €/ou Antinutricionais

As atividades inerentes aos fatores téxicos e/ou antinutricionais avaliados no
presente trabalho estdo apresentadas na TABELA 3. Os extratos brutos dos gen6tipos

estudados exibiram atividade uredsica, cujos valores variaram de 49,75 a 135,75 U/g de
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TABELA 2. Composigio centesimal (g/100 g de farinha) de sementes de soja, gendtipos
CD201, CD203, CD204, CD206, CD207 e CD209, expressa em percentual

de peso seco
Gendtipos Constituinte
Umidade Cinzas Fibra Bruta Proteina* Lipidio

CD201 10,20+ 0,10c 4,86+0,12a 4,33+£0,50a 36,86+ 1,21b 19,25+ 0,49d
CD203 9,37+0,15b 4,45+0,09b 4,93+0,50a 36,60+ 1,38b 19,90+ 0,14cd
CD204 9,18+0,08b 4,51+0,08ab 5,07+042a 43,39+3,65a 22,70+0,07a
CD206 8,59+0,12a 4,62+0,27ab 5,70+0,14a 46,35+3,38a 20,25+0,21c
CD207 8,53+0,08a 4,57+0,18ab 3,80+0,28a 30,23+2,62c 23,10+0,28a
CD209 8,74+031a 4,75+0,13ab 4,87+042a 36,65+2,35b 21,15+0,28b

Médias de determinagles em triplicata. Letras iguais na vertical representam valores que

ndo diferiram significativamente (p > 0,05) pelo teste de Tukey.

*Nx6,25.
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FIGURA 3. Eletroforese em gel de poliacrilamda (15%) na presenca de SDS e 2-
mercaptoetanol das farinhas dos genoétipos de soja, corada com “Coomassie
Brilliant Blue” R-250. Raia 1: Marcadores de massa molecular; Raias 2, 3,
4, 5, 6 e 7 representam os genétipos CD201, CD203, CD204, CD206,
CD207 e CD209, respectivamente.
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TABELA 3. Fatores toxicos e/ou antinutricionais presentes no extrato bruto de sementes de

soja
Genotipos Fatores Téxicos e/ou Antinutricionais
Urease* Inibidor de Tripsina® Lectina® Toxina®

CD201 237 £ 3.1d 73,88 +0,90a 1,38+ 0,10b 7,59 + 0,70b
CD203 135,75+ 12,9a 73,50 + 0,88a 1,36 + 0,08b 5,42+ 0,88b
CD204 54,12+ 3,94 74,70 £0,71a 2,76 + 0,00a 7,62 +0,76b
CD206 80,12+ 7,6b 74,08 £0,41a 2,73+0,16 7,66 + 0,77b
CD207 49,75+ 3,8d 73,35+ 0,61a 2,69+0,112 11,94 + 1,09a
CD209 64,75+ 4,1c 69,96 +£2,71b 2,69+0,11° 9,86 + 0,90a

Letras iguais no sentido vertical representam valores que ndo diferiram significativamente

(p > 0,05) pelo teste de SNK. Cada valor representa a média de trés determinagdes.

* A atividade uredsica foi expressa como unidades de urease por g de farinha. 1 g de urease
pura contém 870.000 unidades (Sigma).

* A atividade inibidora de tripsina foi expressa em mg de tripsina inibida por g de farinha.

¥ A atividade hemaglutinante foi expressa como unidades de hemaglutinagéio (UH) por mg
de farinha. Uma UH corresponde ao valor reciproco da maior dilui¢éo capaz de provocar
aglutinagéo visivel a olho nu.

& A atividade téxica foi expressa como DLsy. Uma DLsp representa a quantidade de
proteina em mgP/g de peso corpéreo de camundongo capaz de produzir convulsio e

morte em 50% dos animais injetados por via intraperitoneal.
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farinha. O genétipo CD203 mostrou uma atividade significativamente superior aos demais.
Os gendtipos CD201, CD204 e CD207 ndo diferiram significativamente (p > 0,05) e
apresentaram a menor atividade uredsica. Os valores encontrados para inibidores de
tripsina, 69,96 a 74,70 mg de tripsina inibida/g de farinha, revelaram que dos seis genétipos
estudados, somente CD209 mostrou-se diferente significativamente (p < 0,05) dos demais,
apresentando o mais baixo teor. A presenga de lectinas, detectada através da atividade
hemaglutinante do extrato bruto frente a eritrécitos de coelho, foi detectada em todos os
genotipos, com valores variando de 1,36 a 2,76 UH/mg de farinha. Os valores mais baixos
foram apresentados pelos genétipos CD201 e CD203, que ndo diferiram entre si,
contrastando com aqueles apresentados pelos outros genétipos. Os extratos brutos obtidos a
partir dos gendtipos estudados apresentaram toxicidade aguda quando injetados por via i.p.
em camundongos, no intervalo de 12 a 24 horas. Os animais apresentaram sintomas tipicos
de comprometimento do sistema nervoso, tais como piloerecdo, taquicardia, convulséo,
estiramento da cauda e patas, culminando com a morte. Todavia, os valores de DLsy foram
diferentes para alguns genétipos, variando de 5,42 a 11,94 mgP/g de peso corpéreo do
animal. Quatro dos gendtipos (CD201, CD203, CD204 ¢ CD206) apresentaram maior

téxicidade, exibindo valores de DL estatisticamente equivalentes.

6.4. Purificacdio da Urease de Sementes de Soja

Dentre os seis gendtipos analisados, CD203 foi o que apresentou maior atividade
ureasica. Assim sendo, este genétipo foi selecionado para purificagiio da urease presente
nas sementes.

Para purificagéio da urease foi seguido o protocolo descrito por Follmer et al. (2004)
com algumas modificagdes (FIGURA 1). Todas as etapas de purificagio foram realizadas a
4 °C. Apos precipitagdo do extrato bruto com acetona (20%), seguida de didlise em
membrana de cut-off de 50 kDa, o material foi submetido & cromatografia de troca idnica

em matriz de Q-Sepharose, cujo perfil estd mostrado na FIGURA 4. Essa cromatografia
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FIGURA 4. Cromatografia de troca idnica em coluna de Q-Sepharose. Amostra (800
mgP) do material precipitado com acetona 20% e dialisado (cut-off 50 kDa)
foi aplicada numa coluna de Q-Sepharose (30 x 2,5 cm), equilibrada com
tampdo fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,5, contendo 2-mercaptoetano 0,005 M
e EDTA 0,001 M. As proteinas retidas foram eluidas com tampZo de
equilibrio contendo concentragdes crescentes de NaCl: 0,15 M, 0,3 M e 1,0
M. Fluxo: 45 mL/h; FragGes: 4,5 mL.
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resultou na obtencdo de 7 picos protéicos. Dois deles foram obtidos com o préprio tampéo
de equilibrio, fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,5, contendo 2-mercaptoetanol 0,005 M e
EDTA 0,001 M. Os outros foram oriundos da adi¢do de NaCl em diferentes concentragdes
ao tampdo. Quando realizado ensaio para avaliacdo da atividade uredsica, o pico eluido
apos adigéio de NaCl 0,30 M ao tamp&o de equilibrio concentrou toda atividade ureésica.
Esse material foi dialisado exaustivamente contra 4dgua e liofilizado, sendo, em seguida,
submetido & cromatografia de excluséo molecular. O processo cromatografico rendeu dois
picos bem definidos, obtidos por percolagdo da coluna com o tampdo de equilibrio
(FIGURA 4). A atividade ureasica ficou restrita apenas ao primeiro pico. Esse material ndo
mostrou atividade t6xica por via intraperitoneal, inibitéria de tripsina ou hemaglutinante. A
TABELA 4 mostra os dados referentes a purificagéo da urease.

PAGE-SDS do material obtido na cromatografia de exclusdo molecular mostrou a
presenca de uma banda com massa molecular aparente de 90 kDa. A confirmacdo de que
essa banda protéica era da urease foi obtida através da determinagéio de sua seqiiéncia de
aminoacidos NH,-terminal, MKLSPREIEKLDL. Constatada a purificagdo da urease, este

material foi utilizado nos ensaios bioldgicos.

6.5. Avaliacdo in vitro dos Efeitos da Pepsina sobre a Urease

A atividade enzimaética da urease permaneceu ndo variou significativamente (p>0,05)
mesmo ap6s a incubacdo da urease purificada com pepsina por 4 horas (FIGURA 6).
Quando uma fragéo rica em urease, como aquela obtida na cromatografia de troca idnica foi
incubada com pepsina, a visualizagdo da banda protéica referente 4 urease ainda foi
possivel mesmo apds 4 horas de incubagfio, muito embora nesse tempo jé possa ser
observada uma diminui¢éo na sua intensidade, refletindo possivelmente a degradagéio da
proteina (FIGURA 7A). A banda correspondente & urease, nos diferentes tempos de
incubagdo com pepsina, foi também reconhecida pelo anticorpo primdrio anti-urease de
soja em experimento de “Western Blot” (FIGURA 7B).
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FIGURA 5. Cromatografia de exclusio molecular em coluna de Sephacryl S-300. Amostra
(24 mgP) da frago rica em urease, obtida na cromatografia de troca idnica em
Q-Sepharose, foi aplicada numa coluna de Sephacryl S-300 (60 x 1,5 cm),
equilibrada com tampéo fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,5, contendo EDTA
0,001 M. A coluna foi percolada com o tampéo de equilibrio. Fluxo: 6 mL/h;
Frag@es: 2 mL. O simbolo ( ) indica fragdes exibindo atividade uredsica.
Figura inscrita: PAGE-SDS. Raia 1: Marcadores de massa molecular; Raia 2:

Urease purificada.
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Etapas* Proteina”

Urease indice de Purificagfio! Rendimento
(mgP/100 gF) Atividade Especifica® (%)
(U/mgP)
Extrato Bruto 21.332,25 + 789,45 39,00 £ 1,01 1,0 100
Acetona 12.625,20 + 282,80 93,98 +2,56 2,4 59,2
Diélise (cut-off 50 kDa) 6.291,60 = 313,60 645,14 + 58,83 16,5 29,5
Q-Sepharose 1.316,70 + 229,95 1.610,72 £ 96,09 41,3 6,2
Sephacryl S-300 113,40 + 8,00 4.263,00 + 463,81 109,3 0,5

* Etapas de purificagdo da urease como descritas em Métodos. Os resultados representam a média e o desvio padrdo de seis

experimentos similares.

* Quantidade total de protefna recuperada (mg), em cada etapa de purificago, a partir de 100 g de farinha de soja.

¥ A atividade uressica foi expressa como atividade especifica (U/mgP), considerando os valores de atividade uressica e proteina em

100 g de farinha de soja. 1 g de urease pura contém 870.000 unidades (Sigma).

T Calculado através da relagio da atividade especifica de cada etapa de purificagfio e aquela do extrato bruto considerada como 1.0.

'Recuperagiio de proteina exibindo atividade uredsica em cada etapa de purificagéo (extrato bruto, 100%).
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FIGURA 6. Atividade ureésica residual apo6s diferentes tempos de incubagéo da urease

purificada com pepsina.
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Urease

FIGURA 7. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenga de SDS e 2
mercaptoetanol de uma fragdo rica em urease, proveniente da cromatografia
de troca iGnica em Q-Sepharose, apés incubagio com pepsina em diferentes
intervalos de tempo. A visualizagdo das bandas protéicas foi feita com
“Coomassie Brilliant Blue” R-250. Raia 1: Marcadores de massa molecular;
Raias 2: Urease purificada; Raias 3, 4, 5, 6 e 7 representam a fra¢#o rica em
urease (troca idnica) ap6s incubagdio com pepsina por 60, 120, 180 ¢ 240
minutos, respectivamente. (B) Western blotting das amostras incubadas com
pepsina, utilizando IgG anti-urease de soja e revelagdo com BCIP/NBT,
substratos para fosfatase alcalina.
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6.6. Ensaio Bioldgico 1 - Avaliacéio da Qualidade Nutricional de Sementes de Genétipos de

Soja Contendo Teores Diferenciados de Urease

A FIGURA 8 e as TABELA 5 e 6 mostram alguns pardmetros nutricionais obtidos
nos testes biologicos realizados com ratos em crescimento, alimentados com farinhas das
sementes de soja, genotipos CD201 e CD203, em forma de dietas semi-sintéticas contendo
10% de proteina. Tendo em vista os dados encontrados na literatura referentes a
composigdo de amino4cidos da soja, foram adicionados as dietas os aminodacidos triptofano
e metionina, por serem considerados os primeiros limitantes. As farinhas dos genétipos,
mesmo suplementadas, induziram menores taxas de crescimento dos animais, quando
comparadas com o controle positivo (dieta contendo clara do ovo). Por outro lado, os ratos
mostraram um melhor desempenho do que aqueles submetidos a dieta aprotéica. Apesar,
do genétipo CD203 (135,75 U/g de farinha) ter apresentado atividade uredsica bem
superior a0 CD201 (52,37 U/g de farinha), as curvas de crescimento mostraram perfis
semelhantes, exibindo a mesma inclinag#o.

Os dados apresentados na TABELA 5 reforgam os resultados visualizados na curva
de crescimento. O consumo diario de dieta e o ganho de peso dos animais ndo diferiram
significativamente (p > 0,05) para os grupos submetidos as dietas experimentais (CD201 e
CD 203), sendo esses valores inferiores aos do grupo controle positivo (clara do ovo) e,
maiores, do que aqueles verificados para o grupo que alimentado com a dieta aprotéica
(NPC). Similarmente, os valores de NPU (Utilizagdo Liquida da Proteina), digestibilidade e
valor bioldgico foram estatisticamente semelhantes para os dois genétipos avaliados, todos
eles significativamente inferiores aos verificados com a dieta a base de clara do ovo.

Na TABELA 6 estfo alguns pardmetros analisados apenas nos ultimos cinco dias do
experimento, tais como os dados de ingestdio alimentar e de nitrogénio e as suas relagdes
com a excregdio de matéria fecal e nitrogénio. Numericamente, os animais alimentados com
a dieta 4 base de clara de ovo foram o0s que apresentaram maior ingestdo de dieta e,
conseqilentemente, de nitrogénio (48,07 e 0,91 g/rato, respectivamente), mas ndo diferiram
significativamente (p > 0,05) dos tratamentos contendo CD201 (40,51 e 0,83 g/rato,

respectivamente) e CD203 (41,47 e 0,89 g/rato, respectivamente). Com relagdo a excregéo
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FIGURA 8. Curvas de crescimento dos ratos (n = 6) alimentados com dieta contendo farinha
de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203, comparadas com o crescimento

de ratos alimentados com dieta contendo clara do ovo e dieta isenta de proteina

(NPC).
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TABELA 5. Parimetros nutricionais obtidos pela alimentagio de ratos (n = 6) com dietas

controle (proteina da clara do ovo e NPC) e experimentais (farinha de

sementes de soja, gendtipos CD201 e CD203)

Pardmetro Dietas
NPC Clara do Ovo CD201 CD203

Peso Inicial (g) 72,35+2,83a 72,41 £3,84a 72,67+3,11a 72,67 +2,93a
Peso Final (g) 57,01 £2,54c 110,74 +10,44a 83,85+6,08b 87,83 +3,99b
Consumo Didrio* 4,85 +0,66b 9,41 +237a 732+2,14a 8,13 +1,59a
NPU (%) ¥ 97,60+0,13a  63,40%+0,16b 65,40 +£0,07b
Digestibilidade (%) - 98,60 +0,02a 76,40 £0,01b 74,00 +0,05b
Valor Biolégico (%) - 98,78 +12,20a 85,50+ 18,45b 88,39 +7,41b
N corporeo 8,43 +£0,59a 9,17 £0,19a 8,82 +0,57a 8,53+0,61a

Letras iguais na horizontal referem-se a valores ndo significativamente diferentes (p > 0,05),

teste de SNK.

* Consumo didrio (g/dia/rato).

** Nao determinado.
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TABELA 6. Balango de nitrogénio dos ratos (n = 6) alimentados com dietas controle
(proteina da clara do ovo e NPC) e experimentais (farinha de sementes de

soja, gendtipos CD201 e CD203), calculados para os ultimos cinco dias do

experimento
Pardmetros* Dietas
Clara do Ovo CD201 CD203
Dieta ingerida (D) 48,07 + 6,69a 40,51 +4,33a 41,47 +4,23a
N ingerido (N) 0,91 £0,13a 0,83 £0,09a 0,89 +0,09a
Excregdo fecal (F) 1,84 +0,29¢ 5,41 £0,68a 4,07 £ 0,54b
N fecal (FN) 0,27 +0,01¢c 0,34 £ 0,03b 0,45 £ 0,04a
F/D x 100 3,84 +£0,39¢ 13,34 +1,79a 9,82 +0,83b
FN/N x 100 29,37 £ 6,43¢ 41,49 +£6,27b 50,96 + 8,20a

Letras iguais na horizontal referem-se a valores ndo significativamente diferentes (p > 0,05),
teste de SNK.

* Os valores estdo expressos em g/rato/S dias.
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de matéria fecal e de nitrogénio foi observado que os animais que receberam as dietas testes
excretaram contetudos maiores do que aqueles que consumiram a dieta controle positivo
(1,84 ¢ 0,27 g/rato). Entretanto, também foram verificadas diferengas nos valores dos
tratamentos contendo as dietas experimentais. O grupo submetido a dieta CD201 (5,41
g/rato) apresentou maior excregdo de matéria fecal do que o verificado com a dieta CD203
(4,07 g/rato). Inversamente, a excregdo de nitrogénio foi maior quando utilizado a dieta
contendo CD203 (0,45 g/rato) do que CD201 (0,34 g/rato). As relagdes de excregdo fecal e
dieta ingerida (F/D x 100) e nitrogénio excretado e nitrogénio ingerido mostraram que os
animais alimentados com as dietas contendo os genétipos CD201 e CD203 apresentaram
valores superiores aos animais do grupo controle positivo. Maior excregfio de nitrogénio em
relacdio ao ingerido foi verificada no grupo que consumiu o genétipo com maior teor de
urease, quase duas vezes maior ao do controle positivo.

Apés a andlise de alguns pardmetros nutricionais dos animais submetidos as dietas
experimentais, ao final do décimo dia de experimentagdo os mesmos foram sacrificados,
tendo alguns orgdos internos como bago, coragdo, estomago, figado, intestinos delgado e
grosso, pancreas, pulmdes, rins e timo retirados, a fim de averiguar as possiveis alteragdes
conseqiientes do consumo das dietas contendo teores diferenciados de urease. Procederam-
se, entdo, as analises dos pesos relativos de alguns 6rgéos internos dos ratos. Os resultados
estdio mostrados na TABELA 7.

Em comparagéo com os 6rgdos internos dos animais pertencentes ao grupo mantido
com a dieta a base de clara de ovo, foi verificado que nos animais submetidos as dietas
experimentais houve hipertrofia dos intestinos delgado e grosso e atrofia do timo. Os
animais que receberam a dieta contendo o gendtipo rico em urease apresentaram, ainda,
redugdo do peso seco relativo do bago e figado. Os animais que receberam a dieta aprotéica
apresentaram maior peso relativo de alguns 6rgéos, como rins, intestino grosso, pulméo e
coragdo.

A FIGURA 8 mostra a analise histologica de cortes do estdmago de animais
alimentados com dietas controle positivo (clara do ovo) e experimentais (CD201 e CD203).
Ao final do ensaio nutricional, amostras dos tecidos do estémago, intestino delgado e rins

foram coletadas para andlise histolégica. Entretanto, néio foram detectadas alteragdes nos
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TABELA 7. Peso seco relativo (g/100 g de peso corpéreo) de 6rgéos internos dos ratos (n =
6) submetidos a dietas controle (proteina da clara do ovo e NPC) e

.experimentais (farinha de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203)

Orgdios Dietas
NPC Clara do Ovo CD201 CD203

Estomage 05240072  045+006a  052+006a  0,520,02
Rirs 086+0,05a  051+0,11b  051+0,05b  0.46++0,06b
Pancroes 0,1440,11a  0,16+0,06a  0,18+0,04a  021+0,05
Intestino Delgado ;964 0276 1,684025b  234+023a  234+043a
Timo 0,18£0,04ab  023+0,05a  0,17+£0,03b  0,17+0,03b
Intestino Grosso c14+008a  044+0,06b  064+0,14a  0,6240,16a
Fulmo 0,50+0,05a  038+0,05b  043+002b 040 0,04b
Bago 0,16+0,02ab  0,18£0,02a  0,15+0,02ab  0,14+0,02b
biga 440+034a  401+056a  385+047a  332+027b
Coragdo 0,32+0,05a  024+0,03b  028+0,02b  0,25+0,02b

Letras iguais na horizontal referem-se a valores nio significativamente diferentes (p > 0,05),

teste de SNK.
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Clara do ovo

CD201

CD203

FIGURA 9. Cortes (HE) do estdmago de ratos alimentados com dietas a base de clara do
ovo e contendo farinha de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203
(aumento de 100x). A - Erosdo de células epiteliais e perda da arquitetura da
regido superior das glandulas gastricas.
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rins e intestino. J& o tecido estomacal mostrou a presencga de erosdo de células epiteliais e
perda da arquitetura da regido superior das glandulas gastricas, hipertrofia e hiperplasia das
células parietais e hipotrofia das células principais. Em alguns trechos foram, também,
observadas hipertrofia de células mucosecretoras com descamagdo e, em outras areas,
rarefracdo delas. Estas alteragdes foram mais evidentes no tecido do estdémago dos animais
submetidos a dieta preparada com o genétipo CD203, que apresenta maior contetido de
urease do que o CD201. Em adig8o, o tecido estomacal dos animais alimentados com a
dieta contendo CD201 apresentou 4reas mais preservadas.

No exame morfométrico, encerrando medidas da mucosa do estdmago da superficie
luminal até a muscular, foi observado aumento significativo (p < 0,05) nos animais que
consumiram dietas contendo soja. Todavia, esse aumento foi ainda maior com o consumo
de CD203, diferindo significativamente (p < 0,05) de CD201 (TABELA 8).

A TABELA 9 mostra as dosagens séricas ¢ a creatinina urinaria dos animais
alimentados com as dietas controles (NPC e clara do ovo) e experimentais (CD201 e
CD203). Os animais alimentados com as dietas contendo os dois gendtipos de soja
apresentaram concentragdes de glicose, proteinas totais, amilase, alanina aminotransferase e
urease semelhantes as do grupo controle positivo. Os animais submetidos a dieta contendo
CD201 mostraram, ainda, concentragdes de creatinina urindria e plasmatica equivalentes as
dos animais alimentados com as proteinas da clara do ovo, diferentemente do observado
com os ratos que receberam o genétipo contendo maior teor de urease. Os valores de
creatinina urindria e plasmatica para os animais submetidos a dieta contendo CD203 foram
2,93 e 0,58 mg/dL, respectivamente, contrastando com 1,60 e 0,71 mg/dL, respectivamente,
apresentado pelo grupo controle positivo. Por outro lado, ambos gen6tipos mostraram altas
taxas de uréia sérica (26 a 27 mg/dL), cerca de cinco vezes maior do que a do grupo
alimentado com proteinas da clara do ovo. Concentragdes menores de aspartato
aminotransferase também foram apresentadas pelos animais que continham soja em suas
dietas. Quando comparados os genétipos CD201 e CD203 entre si, ndo foram encontradas
diferencas significantes. Apesar da creatinina uriniria nos animais alimentados com
CD203 ter sido significativamente (p < 0,05) maior do que no controle positivo, ela néo
diferiu significativamente do grupo alimentado com CD201. Quanto A creatinina

plasmatica, mesmo tendo sido significativamente menor (p <0,05) no grupo CD203, em
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relagdio aos grupos controle positivo e CD201, o valor detectado se encontra dentro da faixa
considerada normal para ratos (HARKNESS ¢ WAGNER, 1993).
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TABELA 8. Medidas (n = 100) da mucosa do estémago (superficie luminal até a muscular
da mucosa) de ratos submetidos a dietas controle (proteina da clara do ovo) e

experimentais (farinha de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203)

Mucosa do Dietas
Estomagn Clars 4o Ovo CD201 CD203
Espessura (um) 424,60 + 43 34¢ 479 +53,33b 492,61 +42,15a

Média + desvio padrio. Letras diferentes na horizontal indicam resultados

significativamente diferentes (p < 0,05).
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TABELA 9. Dosagens séricas e creatinina urinaria em ratos (n = 6) submetidos a dietas controle (proteina da clara do ovo
e NPC) e experimentais (farinha de sementes de soja, genétipos CD201 e CD203)

Dosagens Dietas Ratos*
NPC Clara do Ovo CD201 CD203

Creatinina Urinaria (mg/dL) 2,48 +0,70ab 1,60 £0,85b 2,65 £0,93ab 2,93 £0,75a -
Glicose (mg/dL) 65,36 £ 15,46b 126,88 +12,44a 114,33 +19,21a 134,00 + 10,23a 50-135
Proteinas Totais (g/dL) 3,84 +0,41b 5,37 +0,49a 5,53 £0,40a 5,33 +0,48a 56-16
Creatinina Plasmética (mg/dL) 0,34 +0,08¢c 0,71 £0,08a 0,70 £ 0,03a 0,58 +0,08b 0,2-0,8
Amilase (U/dL) 51,36 £ 25,59 59,80 +£28,33a 65,12 £5,67a 52,00 +25,75a -
Uréia (mg/dL) 2557 £5,57a 5,75 £3,04b 27,19+4,77a 26,10+ 7,18a 15-21
Aspartato Aminotransferase (U/mL) 90,05 + 7,23a 85,45 +7,76a 71,00 +9,79b 65,58 £4,91b .
Alanina Aminotransferase (U/mL) 19,86 +4,77a 20,07 £ 1,55a 21,52 £ 6,27a 20,15 £5,80a =
Urease (U/mgP) 10,28 + 0,23a 4,60 + 0,34b 4,50 + 0,69b 4,58 +0,21b -

Letras iguais na horizontal referem-se a valores nfo significativamente diferentes (p > 0,05), teste de SNK.
*Valores normais para ratos (HARKNESS e WAGNER, 1993).
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6.7. Ensaio Biol6gico 2 - Avaliagdo da Toxicidade Aguda da Urease Purificada por Via
Oral (Dose Unica)

A administracdo de uma tnica dose de urease (1000 U) ndo causou mortalidade dos
animais, no periodo de 24 horas.

A FIGURA 9 mostra andlises de cortes do estdbmago de animais entubados com
NaCl 0,15 M (controle) e urease , apds 24 horas. Apesar de terem sido coletadas amostras
de tecido com 4, 8 e 24 horas apds entubagfo, alteragSes mais proeminentes foram
verificadas no maior tempo. No estdmago dos animais que receberam urease foram
visualizadas erosdio de células epiteliais e perda da arquitetura da regifio superior das
glandulas géastricas. Uma discreta hipertrofia das células mucosecretoras foi observada no
controle. Todavia, nos animais tratados com urease, esta alteragdo foi muito mais intensa,
tendo sido detectadas, também, metaplasia intestinal no colo da glandula, com células

parietais volumosas e hipocoradas, e hipercromasia da camada basal.

6.8. Ensaio Biol6gico 3 - Determinaciio do pH e Equivalentes Acidos no Contefido

A TABELA 10 e a FIGURA 10 mostram os valores de pH do estdbmago dos animais
nos diferentes tempos (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos) apds a entuba¢fo com urease de
soja e NaCl 0,15 M (controle). Os valores pH estomacal dos animais que receberam urease
estiveram sempre acima do controle. Essa diferenga marcante ja ¢ visivel com apenas 15

minutos de tratamento. Com 30 minutos, um maior valor de pH ¢é atingido,
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Controle Urease

—— ~

FIGURA 10. Cortes (HE) do estdmago de ratos submetidos ao ensaio de toxicidade aguda
(dose simples), apdés 24 horas de ingestdio de NaCl 0,15 M (controle) e de
urease pura. A - Erosdo de células epiteliais e perda da arquitetura da regido
superior das glandulas gastricas. B - células parietais volumosas e

hipocoradas.
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TABELA 10. Valores do pH estomacal de animais (n = 6), medidos ap6s diferentes tempos
de entubagio com NaCl 0,15 M (controle) e urease (1000 U)

Tempos pH*
(minutos)" NaCl 0,15 M Urease

0 3,18 £0,19Aa 3,18 £0,19Ca
15 3,31 £ 0,44Ab 3,96 + 0,48Ba
30 3,68 £ 0,54Ab 4,74 +0,53Aa
60 3,47 £ 0,36Ab 4,73 £ 0,42Aa
120 3,54 £ 0,43Ab 4,77 £0,31Aa
240 3,83 £ 0,46Aa 4,06 +0,30Ba

Letras maitsculas distintas representam diferengas significativas (p < 0,05) entre linhas
(entre tempos dentro de cada tratamento). Letras minusculas distintas representam
diferengas significativas (p < 0,05) entre colunas (entre tratamentos dentro de cada tempo).
T Minutos ap6s a entubagio das amostras (controle e urease).

¥ Medida de pH do contetido estomacal em diferentes tempos apés entubago.
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FIGURA 11. Variagdio do pH estomacal de animais, em resposta a entubagédo com NaCl

0,15 M (controle) e urease pura (1000 U), medidos ap6s diferentes tempos de entubagéo.

Letras maitisculas distintas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre tempos

dentro de cada tratamento. Letras mintisculas distintas representam diferengas significativas
(p < 0,05) entre tratamentos dentro de cada tempo.
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permanecendo estavel até 120 minutos. Com 240 minutos, € observado um decréscimo no
pH, cujo valor torna-se comparavel ao verificado no controle no mesmo periodo apés
incubagdo, mas, ainda, superior ao medido no tempo zero. Opostamente, ndo foram
verificadas variagdes nos valores de pH no contetido estomacal dos animais tratados com
NaCl 0,15 M.

A TABELA 11 mostra os valores de equivalentes acidos encontrados ap6s titulagdo
do contetido estomacal de animais entubados com NaCl 0,15 M e urease. Nos animais
entubados com urease, foram verificados valores inferiores de equivalentes acidos em
relagdo ao tempo zero em todos os tempos avaliados, corroborando com os dados de pH.
Todavia, apenas o valor documentado no tempo de 30 minutos € que foi significativamente
diferente (p < 0,05). Isso significa que a urease ocasionou redugdo da acidez ap6s 30
minutos, retornando depois ao normal. J4 nos animais entubados com NaCl 0,15 M, embora
ndo exista diferenca estatistica (p > 0,05) entre os valores determinados, para alguns dos
intervalos avaliados, foi detectada tendéncia de aumento dos equivalentes acidos. Quando
comparados os dois tratamentos em cada tempo, houve diferenca significativa (p < 0,05)
em todos os valores apresentados, exceto no tempo zero, evidenciando que a urease

diminuiu a acidez no estomago.
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TABELA 11. Equivalentes 4cidos do contetido estomacal de animais (n = 6), medidos
apés diferentes tempos de entubagfio com NaCl 0,15 M (controle) e urease

pura (1000 U)
Tempos Equivalentes Acidos®
(minutos)" NaCl 0,15 M Urease
0 11,37 +£2,97 11,37 £2,97
15 14,50 £2,23A 9,01 +1,33B
30 11,43 £2,54A 7,47 £1,70*B
60 14,38 + 1,78A 9,65 +2,67B
120 13,06 +3,56A 9,68 +2,24B
240 10,83 £2,46A 8,79+ 1,30B

Valores seguidos por * diferem significativamente do grupo controle pelo teste de Dunnett
(p < 0,05). Letras maitisculas distintas representam diferencas significativas entre
tratamentos dentro de cada tempo apés entubagiio (Teste t de Student, p < 0,05).

T Minutos ap0s a entubagdo das amostras (controle e teste).
¥ Medida de equivalentes 4cidos no conteddo estomacal em diferentes tempos apos

entubaggo.
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O presente trabalho descreve estudos voltados para avaliagio dos efeitos
antinutricionais e/ou toxicos da urease de soja. Trabalhos anteriores realizados em nosso
laboratério sugeriram que a urease presente em sementes de soja, juntamente com 0s
inibidores de tripsina e a lectina, poderia promover efeitos deletérios em animais, quando
soja crua fosse incluida em suas dietas como fonte de proteinas. A literatura consultada,
além da apresentada pelo nosso grupo de pesquisa, ndo dispde de informages a este
respeito, razdo pela qual foi desenvolvido este trabalho de pesquisa. Dessa forma, todos os
experimentos foram realizados de modo a responder se a urease € um constituinte protéico
antinutricional e/ou téxico.

Seis genétipos de soja foram disponibilizados pela Cooperativa Central
Agropecudria de Desenvolvimento Tecnolégico e Econdmico Ltda (COODETEC),
Cascavel, Parana. As primeiras andlises foram direcionadas para a selecdo de dois desses
gendtipos, a serem utilizados nas etapas posteriores do presente trabalho. Numa primeira
abordagem, foram analisados seus contetidos protéicos, perfis eletroforéticos e teores de
constituintes protéicos antinutricionais e/ou t6xicos.

Os dados da composiciio quimica centesimal (TABELA 2) mostram que todos os
genodtipos avaliados sfo ricos em proteinas, ainda que tenham sido detectadas diferengas
significativas (p < 0,05) entre eles. Os valores observados sfio semelhantes ou proximos aos
apresentados por vérios outros genétipos de soja, cujos dados encontram-se disponiveis na
literatura (VASCONCELOS et al., 1997; VIEIRA et al., 1999; KUMAR et al., 2006;
REDONDO-CUENCA et al., 2007; MANJAYA et al., 2007; MACHADO et al., 2008).

Os gendtipos aqui estudados apresentam perfis protéicos semelhantes, mostrados
por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (FIGURA 2), com
distribui¢@io de bandas similar ao de outros genétipos de soja (VASCONCELOS et al.,
1997).

Fatores antinutricionais e/ou toéxicos de natureza protéica estio presentes em
diferentes leguminosas, dentre elas nos genétipos de soja avaliados no presente trabalho
(TABELA 3), sendo conhecidos por causarem efeito negativo na nutricdo e/ou nos
processos fisiolégicos dos animais que os consomem. Com relagdio aos inibidores de
tripsina, os gen6tipos analisados formam um grupo bastante homogéneo, onde somente

CD209 mostrou-se diferente significativamente (p < 0,05) dos demais. Os teores desses
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componentes s&o da mesma ordem dos achados em outros genétipos (MIURA et al., 2001;
OLGUIN et al., 2003; CAMPELLO, 2003; MACHADO et al., 2008). Os efeitos da
ingestio de inibidores de tripsina j4 sfio bastante conhecidos e a inibigdo de enzimas
proteoliticas causadas por eles tem como conseqiiéncia a redugdo da digestdo dos
alimentos, da absorgdo de nitrogénio e enxofre e da taxa de crescimento, aumento da
sintese e secregdo de tripsinogénio e quimiotripsinogénio pelo péincreas, hipertrofia e
hiperplasia pancreética, sintese e liberagéio de fatores hormonais (colecistocinina, CCK),
dentre outros (GRANT , 1989, 1995; NORTON, 1991; LIENER, 1994; MONTEIRO et al.,
2004; CLARKE e WISEMAN, 2005).

A presenga de lectinas foi um outro pardmetro avaliado. Baseado em seu teor nas
sementes, verificado através da capacidade de aglutinar eritrécitos de coelho, os genétipos
estudados foram divididos em dois grupos, um encerrando aproximadamente 2,7 UH/mg de
farinha (CD204, CD206, CD207 e CD209) e o outro em torno de 1,4 UH/mg de farinha
(CD201 e CD203). Ambos os valores estdo dentro da faixa encontrada na literatura
(FRIEDMAN et al., 1991; BRIGIDO, 2006; MACHADO et al., 2008). As lectinas sdo
consideradas fatores antinutricionais, ou toxicos (dependendo da dose), porque quando
incorporadas na dieta provocam alteragdes no metabolismo intestinal e sistémico, causando
danos aos animais que a consomem, tais como retardo no crescimento e varias alteracdes
que podem levar & morte. Por interagirem com glicoconjugados presentes na membrana
celular do intestino, as lectinas causam ruptura da borda em escova, atrofia das
microvilosidades, hiperplasia das células das criptas, perda da viabilidade das células
intestinais e alteragdes de alguns 6rgéos (OLIVEIRA et al., 1994; BARDOCZ et al., 1995;
PUSZTAI e BARDOCZ, 1995; VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004).

Com relagdo a toxicidade aguda, os genétipos analisados mostraram-se menos
toxicos em relacdo a outros jé estudados pelo nosso grupo (VASCONCELOS et al., 1997;
BRIGIDO, 2006; VASCONCELOS et al., 2007). A toxicidade aguda das sementes de soja
¢ atribuida a duas proteinas distintas, a soyatoxina (SYTX) (VASCONCELOS et al., 1994)
e a toxina da soja (SBTX) (VASCONCELOS et al., 2008). As duas toxinas possuem
caracteristicas fisico-quimicas distintas, mas provocam sinais clinicos semelhantes quando
injetadas por via intraperitoneal em camundongos, tais como dispnéia, paralisia flicida e

convulsdes tonico-clonicas, precedendo a morte do animal. Quanto aos efeitos
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antinutricionais, um estudo realizado por Vasconcelos ef al. (2001) mostrou que as toxinas,
juntamente com outros fatores antinutricionais, foram capazes de conferir um aumento no
tamanho do péncreas e intestino delgado. Todavia, as toxinas estavam presentes com outros
constituintes das sementes de soja, sendo necessérios testes adicionais usando as proteinas
toxicas purificadas.

O teor de urease, tendo como base a atividade uredsica, mostrou-se¢ bem
heterogéneo entre os diferentes genétipos. O genétipo CD203 (135,75 U/g de farinha), por
exemplo, possui mais que o dobro de atividade ureasica determinada em CD201 (52,37 U/g
de farinha). Ambos os valores tém sido encontrados em outros genétipos de soja e estdio
disponiveis na literatura (VASCONCELOS et al., 1997; BRIGIDO, 2006). Embora haja
deficiéncia de estudos com o objetivo de averiguar a agdo antinutricional e/ou téxica das
ureases de origem vegetal para animais superiores, a alta homologia entre elas e as ureases
bacterianas conduz a especulacdes de que, como as ureases bacterianas, as ureases de
origem vegetal poderiam ser responsaveis por danos causados & mucosa géstrica, exercendo
algum efeito deletério. As ureases bacterianas causam toxicidade direta na mucosa gastrica,
em virtude da amoénia liberada pela hidrdlise da uréia, e podem provocar impedimento do
fluxo de prétons das gldndulas géastricas para o limen, resultando numa difuséo reversa de
prétons. A amonia tem atividade citotéxica, aumentando a permeabilidade da célula
epitelial para prétons e €, também, um potente ativador de mondcitos in vitro,
provavelmente participando da resposta imune local (CUSSAC et al., 1992; POLLACO e
HOLLAND, 1993; GOBERT et al., 2002). Quanto & agdo antinutricional, um estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa (VASCONCELOS et al., 2001) sugeriu ser a urease
um fator téxico. Entretanto, nesse trabalho, assim como relatado para as toxinas da soja,
foram utilizadas dietas contendo farinha das sementes e néo a urease purificada.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram a seleg8o de dois gen6tipos entre os
seis analisaos, para avaliagdo de pardmetros nutricionais e purificagdo da urease. Um deles
foi o0 CD203, que por apresentar maior atividade uredsica, foi selecionado para purificagdo
dessa proteina, j4 que um dos objetivos desse trabalho foi purificar a urease de soja e
avaliar seus efeitos antinutritionais e/ou téxicos. O outro genétipo foi o CD201 (52,37 U/ g
de farinha), por apresentar menos da metade da atividade ureasica de CD203 (135,75 U/g

de farinha), mas ndo diferir nos contetidos de proteina total, lectina, toxinas e inibidores de
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tripsina (TABELA 3). Esses dois genétipos foram utilizados em um dos ensaios bioldgicos
realizados nesse trabalho e seré discutido mais adiante.

Para purificagdo da urease, foi inicialmente utilizado o protocolo descrito por
Follmer et al. (2004). Este protocolo foi modificado de forma a otimizar o processo de
obtencdo de um material purificado (FIGURA 1). As mudangas se deram logo no inicio, na
etapa de precipitagdo com acetona, onde foi verificado que o contato do extrato bruto com
acetona por apenas uma hora ja era suficiente para precipitar as proteinas, ndo havendo a
necessidade de duas horas de repouso. Uma outra alteragdo foi logo em seguida, quando
nas dialises, membranas com limite de exclusdo de 50 kDa passaram a ser utilizadas
(SPECTRA 6 - BioAgency Biotecnologia ¢ Com. Ltda), possibilitando a retirada de
moléculas de massa molecular abaixo de 50 kDa e a obtengdo do material de interesse mais
puro (TABELA 4). Por fim, foi introduzida a cromatografia de exclusfio molecular em
coluna de Sephacryl S-300 HR, favorecendo a obtengdo da urease purificada, apresentando
massa molecular aparente de 90 kDa e alta atividade ureolitica (FIGURA 4; TABELA 4).
Koivunen et al. (2003), purificando enzimas que hidrolisam uréia-metileno de bactérias,
utilizaram matrizes de Q-Sepharose e Sephacryl S-300 HR, como utilizado na purificag@o
da urease de soja, e verificaram que a matriz de troca idnica Q-sepharose se mostrou mais
eficiente do que outras matrizes, como a DEAE-Sepharose.

Ureases de origens diversas podem ser inativadas pela presenga de metais pesados e
por oxidagdo. Para evitar a perda da atividade enzimatica, foram utilizados EDTA e 2-
mercaptoetanol em todos os passos de purificagdo, da mesma forma como usados para
outras ureases (MOHAMED et al., 1999; HIRAYAMA et al., 2000; KOIVUNEN et al.,
2003; JIN et al., 2004). Em adigdo, neste trabalho foi observado que é de fundamental
importancia utilizar reagentes de boa qualidade e dentro dos prazos de validade. Os
resultados revelaram que o uso de 2-mercaptoetanol com prazo de validade ultrapassado,
mas ainda capaz de clivar pontes dissulfeto, foi capaz de reduzir a atividade da enzima para
menos de um tergo da atividade original.

Uma vez purificada a urease, as etapas seguintes compreendem os ensaios
bioldgicos a fim de avaliar os efeitos dessa enzima, quando administrada por via oral.
Todavia, tem sido mostrado que para uma proteina apresentar alguma atividade no

organismo, por via oral, ela precisa ser, pelo menos, parcialmente resistente a hidrélise por
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proteases presentes no trato digestério dos animais (VASCONCELOS e OLIVEIRA,
2004). Wilfart et al. (2007) mostraram que cerca de 67% das proteinas presentes em farinha
de sementes de soja sdo digeridas ja no estdmago. Portanto, a expectativa era que a urease
de soja fosse, também, digerida quando da passagem pelo estdmago. Todavia, na avaliagéo
in vitro dos efeitos da pepsina sobre a urease de soja foi verificado, por eletroforese, que a
banda referente a essa proteina ndo foi completamente digerida ao longo de 4 horas, sendo,
inclusive, reconhecida por IgG anti-urease de soja (FIGURA 6) e por IgG monoclonal anti-
urease de Canavalia ensiformis, obtido comercialmente (Sigma) (dados néo mostrados). E
interessante a observagdo de que embora parcialmente digerida, a enzima conservou sua
atividade ureolitica até 4 horas ap0s sua incubag@o com pepsina (FIGURA 5).

Devido ao baixo rendimento da urease purificada, aliado & necessidade de elevada
quantidade dessa proteina para ser incorporada em uma dieta para ratos em crescimento,
nos levou a realizar um primeiro ensaio bioldgico apenas com a farinha das sementes de
soja, como Unica fonte de proteinas (10%) foi realizado. A finalidade foi avaliar a qualidade
nutricional de sementes de gendtipos de soja expressando atividade uredsica bem
diferenciada, de modo a possibilitar correlagdes entre os efeitos observados e a urease
consumida. Para esse fim, portanto, os genétipos CD201 (52,37 U/g de farinha) e CD203
(135,75 U/g de farinha) foram utilizados. Os animais alimentados com dietas contendo
farinha das sementes de ambos os genétipos mostraram redugéo no crescimento, quando
comparados ao controle positivo (clara do ovo), ndo havendo diferenca significativa entre
eles (p > 0,05) (FIGURA 7, TABELA 5). Essa redugéo do crescimento pode ser explicada,
pelo menos em parte, pelos baixos valores, em relagéo ao controle positivo, de alguns
pardmetros nutricionais avaliados, tais como NPU (utilizagdo liquida de proteinas),
digestibilidade e wvalor biologico, que foram semelhantes para os dois genétipos,
independentemente da diferenca na atividade ureasica apresentada. Os valores de NPU para
os animais dos grupos submetidos as dietas-teste (CD201 e CD203) foram,
aproximadamente, 35% mais baixo ao do grupo controle, mostrando que do total de
proteinas ingeridas, somente 65% foram incorporadas pelo organismo. Similarmente, os
valores de digestibilidade foram significativamente (p < 0,05) inferiores ao do grupo
alimentado com dieta contendo proteinas da clara do ovo, aproximadamente de 25% menor.

O mesmo foi verificado com o valor biol6gico, que relaciona a quantidade de nitrogénio
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absorvida que foi retida no organismo, cujos indices foram em torno de 10% mais baixos
do que o do controle positivo. Baixos valores desses pardmetros foram, também, relatados
para outros gendtipos de soja, quando utilizados como tnica fonte de proteinas na dieta
para ratos em crescimento (VASCONCELOS et al., 2001; BRiGIDO, 2006; PIRES et al.,
2006).

Diferentemente do apresentado até o momento, as relagdes entre eliminagdo fecal e
consumo de dieta (F/D x 100) e entre nitrogénio fecal e nitrogénio ingerido (FN/N x 100)
mostraram diferengas significativas (p < 0,05), quando comparados os dois genotipos
utilizados (TABELA 6). A razio F/D foi maior no grupo submetido & dieta contendo
CD201 do que com CD203. Todavia, a raz8o FN/N foi superior nos animais que
consumiram CD203 ao invés de CD201. Ainda que os dados ndo sejam suficientes para
fazer uma afirmativa, é possivel que a resisténcia a digestfio apresentada pela urease tenha
alguma relago com a elevada excre¢do de nitrogé€nio nas fezes, particularmente se
considerado que a atividade ureasica € maior no genétipo CD203 do que no CD201.

O consumo das dietas contendo os genétipos de soja resultou em alteragGes de
alguns orgédos (TABELA 7). Em comparagéo com o controle “clara do ovo”, os ratos que se
alimentaram com as dietas contendo farinhas dos genétipos de soja apresentaram
hipertrofia dos intestinos delgado e grosso e atrofia do timo. Esses resultados ja eram
esperados e sdo atribuidos aos fatores antinutricionais presentes nas sementes de soja, e,
também da inaniclio protéica, desde que os ratos pertencentes ao grupo aprotéico
apresentaram algumas destas alterades observadas (GRANT et al., 1987; GRANT, 1989;
MAIA, 1998). Os ratos alimentados com o genétipo CD203, rico em urease, também
apresentaram atrofia do bago e figado. Apenas com os dados obtidos nesse estudo € dificil
atribuir uma razfio para tal fato. Todavia, ndo pode ser descartada a possibilidade desta
alteracdio estar associada com a urease. Ha relatos mostrando que a bactéria Helicobacter
hepaticus causa doencas e alteracdes hepaticas, havendo evidéncias de que a urease
bacteriana estd envolvida nesse processo (BECKWITH er al., 2001). Alteragdes no
pancreas, pulmdes e rins ndo foram detectadas, conforme relatado por outros autores
(GRANT et al., 1987; GRANT, 1989; PUSZTAI, 1991; LIENER, 1994; CLARKE ¢
WISEMAN, 2005).

80



A.A.B. Maia

Embora no tenham sido observadas diferengas no peso seco relativo do estémago
entre os diferentes tratamentos, experimentais e controles, analises histologicas e
morfométricas mostraram alteragdes no estdmago dos animais que consumiram dietas
contendo soja (FIGURA 8). Presenga de eroso de células epiteliais, perda da arquitetura da
regifio superior das glandulas gastricas, hipertrofia e hiperplasia das células parietais e
hipotrofia das células principais foram algumas das alteragdes observadas. Em algumas
areas, hipertrofia das células mucosecretoras com descamagdo foi, também, verificada. As
alteragdes foram bem mais evidentes no estdbmago dos animais cuja dieta continha o
gendtipo CD203. O estdmago desses animais apresentou, também, a mucosa mais espessa
(TABELA 8). A urease da bactéria Helicobacter pylori tem sido considerada a principal
causa de gastrite e tGlcera no estdmago em humanos (HARRIS ef al., 1996; KEARNEY et
al., 2000; RICCI, 2007). Assim, é possivel que as altera¢cdes descritas para os animais
alimentados com os gendtipos de soja tenham associacfo com a urease de soja, hipétese
esta respaldada pelo fato da mucosa do estdmago dos animais alimentados com a cultivar
CD201 ter apresentado areas mais preservadas.

Andlise da bioquimica sanguinea e creatinina urindria foram realizadas para
verificar alteragGes metabodlicas mais discretas entre os animais alimentados com os dois
gendtipos. Foram entdo feitas andlise da funcdo renal, com dosagens de uréia e creatinina
séricas e creatinina urindria, andlise da fungdo hepatica, com dosagens de AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) séricas, andlise do metabolismo
pancredtico, com a determinagdo da amilase sérica e também a andlise de glicose e
proteinas totais, para observar alteragdes de carboidratos e proteinas no sangue. A
determinac@o da urease sérica foi realizada para verificar existéncia de atividade ureasica
no soro dos animais alimentados com os gendtipos de soja. Algumas alteragdes foram
detectadas como mostra a TABELA 9. Os animais alimentados com as duas dietas-teste,
CD201 e CD203, apresentaram alteragdes nas dosagens de AST e uréia. Com relagdo as
determinagdes de AST, ndo existe correlago clinica de niveis baixos de AST e patologias
conhecidas. Niveis elevados ocorrem em hepatites virais, doengas necrdticas hepéticas e
distrofias musculares (BORGES et al., 2005). Uréia € o principal produto do metabolismo
das proteinas e 4cidos nucléicos e constitui, aproximadamente, 80% do nitrogénio

excretado. A uréia é formada no figado a partir dos 4cidos aminados e do ion aménio
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(NH"), proveniente da agio bacteriana no intestino grosso. A producdo de uréia ¢
fortemente afetada pela ingestdo, catabolismo e perda de proteinas no trato gastrointestinal.
O aumento do teor de uréia possui trés causas principais: redugdio da eliminagdo renal,
aumento do catabolismo protéico e a combinagfo destes dois mecanismos. Assim, os niveis
aumentados de uréia observados nos animais alimentados com CD201 e CD203 podem ser
oriundos do alto catabolismo protéico provocado pelo nfo aproveitamento total das
proteinas de soja ingeridas pelos animais. Os animais alimentados com o genétipo CD203
apresentaram, também, alteracfio na dosagem de creatinina sérica, quando comparado ao
grupo controle, porém esses valores ainda estdo dentro da faixa considerada normal para
ratos, ndo caracterizando alteragdo no metabolismo. Com relagdo a creatinina urinaria, foi
observada elevagdo consideravel de seu nivel em relagdo ao grupo alimentado com as
proteinas da clara do ovo, podendo ser devido a atrofia de alguns o6rgéos, como ja
mencionado anteriormente. A creatinina € a forma ciclica da creatina, sendo formada em
uma taxa constante pelo miisculo, o principal estoque de creatina-fosfato. E o elemento
nitrogenado no sangue menos variavel. Elevagdes de creatinina sérica sfo vistas na
insuficiéncia renal e glomerulonefrite cronica. Sua excrec@o urindria ndo € influenciada
pela dieta e quando diminuida pode estar relacionada com atrofia muscular (HENRY, 1996;
LIMA et al., 2001). As dosagens de glicose, proteinas totais, amilase e ALT (alanina
aminotransferase) ndo revelaram diferencas significativas (p > 0,05) quando comparadas as
do grupo controle positivo e se assemelham aquelas presentes na literatura (KUROIWA et
al., 2005; JESCHKE et al., 2005). Urease sérica elevada nos animais alimentados com a
dieta isenta de proteinas pode ser devido & interferéncia da amdnia gerada pelo alto
catabolismo protéico neste grupo. Esta amdnia é detectada pelo método utilizado na
determinag&o da atividade ureésica, sendo, portanto, um resultado falsamente elevado.

Em virtude das alteragdes observadas nos estdmagos dos animais, particularmente
nos submetidos & dieta contendo o genétipo com maior atividade uredsica, um segundo
ensaio biolégico foi programado, mas, desta vez, usando a urease purificada de sementes do
genotipo CD203. Este ensaio teve como finalidade a anilise da toxicidade aguda da urease
de soja para animais submetidos & exposi¢do de curta duragfo. A taxa de mortalidade dos
ratos foi zero, no periodo de 24 horas, quando uma dose unica de urease (1000 U) foi

administrada por entubagdo com sonda orogéstrica em ratos. Embora ndo tenha sido
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detectada letalidade dos animais, sintomas de intoxicagfo aguda foram detectados, desde
que alteragdes severas ja foram notificadas com apenas 24 horas apds entubacéio dos
animais. A andlise histolégica do estdmago dos animais que receberam a urease de soja
revelou presencga de erosdio de células epiteliais e perda da arquitetura da regidio superior
das glandulas gastricas, hipertrofia das células mucosecretoras, metaplasia intestinal no
colo da glandula, com células parietais volumosas e hipocoradas, e hipercromasia da
camada basal (FIGURA 9). Estes resultados confirmam que as alteragdes visualizadas no
estdbmago dos animais alimentados com farinha dos genétipos de soja foram provenientes
da acdio da urease. A resisténcia demonstrada pela urease de soja no pH e digestdo
enzimatica estomacal poderia explicar, pelo menos em parte, seus efeitos, alguns deles ja
relatados para as ureases de origem bacteriana (MOBLEY et al., 1995; SIRKO e
BRODZIK, 2000). A urease de H. pylori proporciona a liberagdo de amoénia, podendo
resultar na formagdo de hidréxido de amdnio, que é téxico para as células parietais, e
facilitar a retrodifusdo de ions hidrogénio, promovendo a eroséo e ulceragfio do tecido
(TAKEUCHI et al., 1995; LOGAN, 1996; KEARNEY et al., 2000; GOLBERT et al.,
2002). Comparando as alteracdes oriundas das duas ureases, de soja e da bactéria,
similaridades s@io detectadas, compreendendo metaplasia intestinal e células parietais
volumosas e hipocoradas, indicativas da presenca de eventos ja relatados, como a
retrodifusdo de ions hidrogénio (SIQUEIRA et al., 2007; RICCI et al., 2007).

Tendo em vista a presenga de alteracdes histologicas no estdbmago de animais
ligadas a presenca de urease, um terceiro ensaio biolégico foi programado de modo a
avaliar pardmetros relacionados & acidez do contetido estomacal e, assim, correlacionar
com a produgdo de amonia. Nesse ensaio, foram determinados o pH e equivalentes acidos
no contetido estomacal de ratos submetidos a uma tnica dose de urease (1000 U) por via
oral, até 4 horas ap6s exposi¢do. Com apenas 15 minutos ap6s entubagg@o dos animais com
urease, elevacdo do pH foi verificada, permanecendo estavel até 120 minutos (TABELA
10, FIGURA 10). Como confirmagéo desses resultados, os equivalentes acidos se
mostraram abaixo do controle, animais entubados com NaCl 0,15 M (TABELA 11). E
muito provéavel que a elevago do pH seja decorrente da amdnia produzida pela hidrélise da
uréia, semelhantemente ao verificado com a urease de H. pylori. A urease produzida pela

bactéria H. pylori € tida como o principal fator de colonizagio desta bactéria devido a

83



A.A.B. Maia

amoénia liberada pela hidrélise da uréia presente no estdmago (GRAHAM, 1989;
LICHTENBERGER et al., 1995). Mutantes de H. pylori que nfo produzem urease nio
conseguem colonizar o estdmago (TSUDA et al., 1994; BULSMA et al., 1998; STAHLER
et al., 2005).

Por fim, como uma maneira de ressaltar a relevincia do presente estudo, é
importante destacar que pouco se sabe sobre os efeitos biologicos de ureases vegetais.
Estudos recentes mostraram que ureases de soja e de Canavalia ensiformis possuem
atividade pré-inflamatoria, induzem exocitose de alguns tipos de células, como plaquetas,
macréfagos e neutrofilos, e sdo capazes de induzir agregagdo plaquetiaria (FOLLMER et
al., 2004; OLIVERA-SEVERO et al., 2006). Ureases de plantas também apresentaram
atividade inseticida sobre alguns modelos testados (FOLLMER et al., 2004a; 2004b;
STANISCUASKI et al., 2005). Nesse trabalho, uma outra atividade foi mostrada, os seus
efeitos téxicos por via oral para animais superiores, induzindo alteragdes particularmente
no estdmago, sendo muitos de seus efeitos similares aos da urease de H. pylori. Os
resultados obtidos corroboram com a proposta de que ureases vegetais participam de

processos de defesa quimica da planta, além de atuar na biodisponibilizag8o de nitrogénio.

84



8. CONCLUSOES



A.A.B. Maia

2

A urease presente em sementes de soja mostrou-se resistente, “in vitro”, a agéio da
pepsina, mantendo sua atividade uredsica mesmo apds 4 horas de contato com a enzima.
Foi capaz, ainda, de induzir alteragdes na mucosa géstrica de ratos e de elevar o pH do
conteido estomacal, de forma semelhante ao verificado em estdmagos de animais
colonizados com a bactéria Helicobacter pylori, produtora de urease, evidenciando suas
propriedades toxicas. Diante disso, ¢ sugerido que a urease vegetal esteja relacionada,

também, com o papel fisiolégico de defesa da planta contra a herbivoria praticada por

alguns animais, além de sua atuag#o na biodisponibilizagdo de nitrogénio.
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