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1. Introduc¢ao

A determinagiio do contetido proteico em leites €
uma préitica comum dada a importincia de que se
reveste para programar a transformagfio do leite nos
seus respectivos derivados (queijos, iogurtes, etc.).
Alguns dos métodos que t&m sido utilizados fornecem
como informag#o o conteddo proteico total sendo
por isso bastante limitativos. E o caso do método de
Kjeldahl (que exige destruigio da amostra) e do método
da espectrometria do infravermelho (Marth, 1978).
H4 outros métodos, porém, como a electroforese em
gel de poliacrilamida (McLean et al., 1982) e as
técnicas cromatograficas mais modernas como o HPLC
(cromatografia liquida de alta resolugfio) (Bican e
Blanc, 1982), bem assim como o FPLC (répida cromatografia
liquida de proteinas) (Andrews et al., 1985) que
além de serem muito sensiveis permitem conhecer
rapidamente o contetdo individual das vérias proteinas.
Contudo nio tém sido utilizados rotineiramente na
industria leiteira, provavelmente, além de outras razdes,
por exigirem instrumentag#o sofisticada e de elevado
custo.

Nas altimas décadas, técnicas imunolégicas tém
também merecido uma atengdo muito cuidadosa no
sentido de serem aplicadas a leites e seus derivados.
Tém-se mostrado muito tteis, pois além da sua sensibilidade,
especificidade e rapidez exigem instrumentag&o mais
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acessivel & maioria dos laboratérios. E o caso da
imunoelectroforese (Hanson e Mansson, 1961; Hanson
e Johansson, 1970), da técnica radioimunolégica (Beck
e Tucker, 1977), do ELISA (imunoandlise com enzima
ligada) (Lefier ¢ Colin, 1982; Rittemburg et al.,
1984) e da imunonefelometria convencional.

A imunonefelometria cldssica constitui-se num

‘método imunoanalitico baseado na quantificacfio nefelométrica

da reaccio antigénio-anticorpo. Embora seja uma
técnica de facil manuseio e tenha sido utilizada amplamente
para a analise de proteinas em vérios sistemas biolégicos
(Sieber ¢ Cross, 1976; Schliep ¢ Felgenhauer, 1978;
El Hamoui e al., 1982), apresenta um baixo indice
de detecgdo se a compararmos com os métodos, também
imunolégicos, que utilizam marcadores, como os aplicados
em radioimunologia e em imunoenzimologia. Além
disso exige pré-tratamento das amostras.

. Mais recentemente foi desenvolvida a técnica da
imunonefelometria em microparticulas por investigadores
do Laboratério de Imunologia da Faculdade de Medicina
de Vandoeuvre-les-Nancy em Franga e do Laboratdrio
de Bioquimica Aplicada da Faculdade de Ciéncias
da mesma cidade. As aplicagBes dessa técnica a andlise
biomédica e de proteinas de leite tém-se sucedido a
ritmo crescente nos ultimos anos pois € superior 2
imunonefelometria convencional, pelas caracteristicas
que lhe tém sido referidas (sensibilidade, reproductibilidade,
facilidade de execugdo, rapidez e auséncia de qualquer
pré-tratamento das amostras).
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A imunorreactividade da proteina
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devidamente determinada através de
um nefelémetro adaptado com a respectiva
microcuveta (Nephelia N600, Sanofi

‘? complexo antigénlo-microesfera

> antigénio livre para dosagem

- anticorpo especifico

AUSENCIA DE
AGLUTINAGAO

Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette,
FR}.0s conjugados proteina-microparticula
nio aglutinam entre si a nfo ser que
entrem em contacto com o anticorpo
especifico para a proteina. Neste caso
h4 uma imunoaglutinacio, pois estabe-
lecem-se pontes de ligagdo entre o

Figura 1 - Sinal Nefelométrico dos Conjugados Micraparticulas-Antigénios. nticorpo e os referidos conjugados.
A imunoaglutinacio dos conjugados microparticulas-antigénios pelo Surgem assim agregados que causam
respectivo anticorpo produz uma forte dispersdo luminosa que é o espalhamento da luz incidente (laser
inibida na presenca de antigénio livre no meio de reacgéo {odaptacdo He-Ne-632,8nm-2mW) na microcuveta,
de grafico obtido no Laboratério de Bioquimica Aplicada, Faculdade cuja intensidade de luz reflectida é

de Ciéncias, Vandoeuvre-les-Nancy, Franga).

A descrigdo suméria dos fundamentos dessa metodologia
e a apresentagio de algumas aplicagdes a determinagdo
de caseinas de leites e de queijos constituem o objectivo
deste trabalho de divulgagéo.

2. A imunonefelometria
em microparticulas

As microparticulas utilizadas neste método constituem
a fase sélida microesférica especialmente sintetizada
para permitir um suporte adequado para a ligagdo de
um dado antigénio. Tais microesferas hidrofilicas e
polifuncionais sio normalmente obtidas a partir de
monoémeros de acrilato cuja copolimerizagdo sob a
acg¢io da irradiagiio gama fornece particulas de didmetro
predeterminado, condicionado as condigfes de sintese
(concentragio total dos mondmeros, concentragdes
relativas de cada monémero € do surfactante), aptas
a ligagfio de antigénios e & posterior utilizagdo em
ensaios imunonefelométricos (Montagne et al., 1980;
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medida sob um &ngulo de 10° com
um diodo sensivel 4 radiagio (El Bari et al., 1991).

Havendo antigénio livre no meio de reacgdo €
possivel inibir a imunoaglutina¢io como consequéncia
da competigdo dos dois antigénios (livre e combinado)
pelo mesmo anticorpo. O nefelémetro acusa tal inibigdo,
pois ¢ observada uma diminui¢fo da intensidade da
luz dispersa, que estd relacionada com a concentragéo
de antigénio livre,

A figura 1 mostra claramente o que acaba de ser
descrito. O sinal nefelométrico das microparticulas
conjugadas ao antigénio depende da concentragio do
antigénio adicionado, mantendo constante a concentragio
do anticorpo especifico, como ¢é ébvio. Quando néo
ha antigénio livre as microparticulas estdo todas
associadas através das pontes moleculares fornecidas
pelo anticorpo, sendo o tamanho desses conjugados
suficientemente grande para dispersar maximamente
a luz incidente. Contudo, & medida que a concentragio
do antigénio livre aumenta, cresce também a competigéo
pelo anticorpo, acabando por impedir que este participe
na aglutinagdo das vérias microparticulas cuja dimenséo,
no estado livre, é insuficiente para dispersar a luz,
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podendo-se assim atingir um sinal nefelométrico muito
baixo correspondente a 100% de inibi¢do. A concentragio
do antigénio necessdria para produzir 50% de inibigéo
é um valor a considerar na quantificagfio das analises,
embora uma curva padriio seja necessdria para isso.

Também na prdtica este método é extremamente
simples. E muito ficil de ser executado, exigindo
simplesmente trés pipetagens feitas directamente na
microcuveta do nefeléometro, a que se segue um tempo
de incubagdio (de 30 minutos a 1h), ndo havendo
necessidade de lavagens, nem separagdo de fases, o
que permite facilmente a andlise de, aproximadamente,
360 amostras por hora e, sendo dotado de grande
sensibilidade, torna possivel detectar alguns fentomoles
por litro. Por permitir a andlise de amostras altamente
diluidas e, com isso, eliminar, ou pelo menos diminuir
drasticamente, a possibilidade de interferéncias, dispensa
tratamentos preliminares da amostra.

3. As caseinas do leite
bovino e sua quantificagao
por imunonefelometria
em microparticulas

As caseinas sfio as fosfoproteinas que precipitam
a pH = 4,6 a 20°C ap6s prévia separagio da gordura.
S#o identificadas de acordo com a homologia das
suas estruturas primarias (sequéncia de aminodcidos)
nas seguintes familias: o, o, P e K caseinas. Membros
individuais dessas familias podem ainda ser identificados
utilizando técnicas de electroforese em gel.

As ¢t caseinas (o -CN) consistem em duas cadeias,
cada uma com 199 residuos de aminodcidos, diferentemente
fosforiladas, havendo cinco variantes genéticas (A,
B, C D e E) em ordem decrescente das mobilidades
electroforéticas relativas em géis alcalinos contendo
uréia (Peterson, 1963). As o, ,-CN tém uma estrutura
priméria com 207 aminodcidos tendo sido reconhecidas
quatro variantes genéticas (A, B, C e D) (Grosclaude
et al. 1979). A B caseina {B-CN) contém 209 aminoécidos
(Ribadean-Dumas et al., 1972) e fornece asy, v, e ¥,
cascinas por protedlise na presenga da plasmina que
¢ uma protease do leite (Eigel et al., 1979). A familia
das K-caseinas (K-CN) constitui-se numa mistura de
um componente sem glicido, contendo 169 residuos
de aminodcidos (Mercier ef al., 1973), ¢ pelo menos
mais seis componentes menores havendo duas variantes
genéticas A ¢ B (Eigel ef al, 1984).

As o ¢ K-caseinas foram determinadas em leites
e queijos através de ensaios imunonefelométricos em
microparticulas (Collard-Bovy et al., 1991), com excelentes
resultados. Microparticulas previamente preparadas
(MS-a -CN e MS-K-CN) respectivamente microparticulas
com o e K-caseinas na superficie, adequadamente
conservadas a temperaturas baixas, permitiram determinar
essas proteinas em leite e queijo sem exigir qualquer
tratamento prévio. Foi possivel determinar as o -CN
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e K-CN em leite diluido, respectivamente 36.000 ¢
72.000 vezes! Aproximadamente 100 ¢ 300 pg de a-
CN e de K-CN, respectivamente, eram suficientes
nas misturas de reacgio para produzir 50% de inibig#o.
Os queijos Camembert (queijo mole) e 0 queijo Saint
Paulin (queijo prensado) foram também utilizados
para a determinacfo daquelas caseinas, com excelentes
resultados. Nestas aplicagdes o método imunonefelométrico
em microparticulas comparado com o método
imunonefelométrico classico forneceu resultados mais
confidveis, pois permitiu eliminar os erros decorrentes
do excesso de antigénio. Mostrou-se também econdmico
no consumo dos anticorpos, pois estes sfo sempre
usados em muito baixas concentragBes. Nio exigiu
tratamento prévio das amostras, dada a possibilidade
de poderem ser analisadas em pequenissimas concentragdes
tendo em conta a grande sensibilidade do método.
Por outro lado os coeficientes de variagio mostraram-
-se muito baixos (menores do que 6%).

As B-caseinas (b~CN) foram também determinadas
em leite utilizando a mesma metodologia (El Bari ef
al., 1991) em microparticulas (MS-3-CN) previamente
preparadas e armazenadas a temperaturas baixas na
presenca de azida de sédio. Nas condi¢des adequadas
de operagdo laboratorial ¢ possivel obter 50% de
inibicdio da imunoagiutinagdio utilizando 17,0 pg. L
de B-CN na mistura de reac¢lo, tendo-se verificado
que a adigfio de a-CN (a-caseina), B-L.G (B-lactoglobulina)
¢ o-LA (a-lactoalbumina) nfio alteram a imunoaglutinagio.
Contudo a K-CN (K-caseina) interfere, mas com menor
sensibilidade, sendo necessérios 390 ug/L para produzir
50% de inibi¢do. Para leites diluidos 400.000 vezes
na mistura de ensaio as determina¢fes mostravam-se
com boa reproductibilidade, com coeficientes de variagdo
menores do que 4,5% para dez ensaios consecutivos.

Este método foi também proposto para detectar a
alteracdo da B-CN durante a sua protedlise pela plasmina
e por tratamento térmico (El Bari ef al., 1992). A
protedlise da B-CN em leite bovino pela proteinase
alcalina ou plasmina produz trés peptideos hidréfobos
na regido C-terminal (clivagem entre os residuos 28/
29, 105/106 ¢ 107/108) (ITumbert ¢ Alais, 1979) e os
complementares peptideos hidrofilicos relativos ao
N-terminal (Eigel, 1977).

A aglutinagdo de MS-B-CN pelo anti-soro anti-f3-
CN ¢ inibida na presenca de P-CN permitindo a
determinagdo réapida da caseina, com alta sensibilidade
(1 pg.L"Y) e com grande precisio (El Bari ef al,
1992), Os mesmos autores verificaram que a imunorreatividade
dos peptideos B-CN-f (1-505/7) ¢ B-CN-f (106-209)
¢ mais preservada na caseina intacta do que nesses
fragmentos e que a concentragfo livre de B-CN necessaria
para produzir 50% de inibi¢cdo da imunoagiutinagio
¢ maior na presenca daqueles fragmentos. O método
mostrou-se também adequado a controlar a desnaturagéo
térmica da B-CN a qual acima de 130°C determina a
clivagem da sequéncia polipeptidica, como pdde ser
observado pelo método electroforético em gel de poliacrilamida.
Também o tratamento da B-CN pela plasmina com a
consequente protedlise pode ser avaliado ja a partir



de quatro minutos da acg¢fio enzimética, através do
aumento da concentragdo de proteina necessiria para
induzir 50% da aglutinagdo do conjugado MS-B-CN
com o anti-soro anti-B-CN nativo. Assim foi possivel
concluir que a imunonefelometria em microparticulas
além de permitir a quantificagdo de B-CN no leite
bovino (El Bari, 1991) é também adequada para acompanhar
a alteragdo da sua imunorreactividade durante a proteolise
conduzida pela plasmina e pelo aquecimento.

Este método imunolégico foi também aplicado com
sucesso na determinagio das caseinas (o, B e K) em
50 rebanhos da Normandia utilizando 1300 amostras
de leite colectadas duas vezes por més, durante 13
meses, permitindo assim obter informagdes rapidas
acerca da qualidade do leite e sua importincia para
a indastria queijeira (Montagne et al. 1995).

4. O CMP e sua determinacao
por imunonefelometria
em microparticulas

A caseina K, uma das principais caseinas do leite
bovino (Swaisgood, 1992) estabilizante das micelas
de caseina (Holt & Dalgleish, 1986), sofre clivagem
hidrolitica entre os residuos fenilalanina e metionina,
respectivamente nas posi¢gdes 105 e 106, na presencga
de quimosina existente no agente coagulante de origem
géstrica. A quimosina é uma aspartilprotease especifica
para a ligagdo peptidica situada entre os residuos
105 e 106, permitindo a obten¢Zo de dois peptideos
de propriedades muito diferentes (Addeo ef al., 1984).
Um deles é para-K-caseina formada por 105 aminoéacidos,
com peso molecular igual a 12000 Da, que precipita
com as micelas d¢ caseina na presenga de Ca* e
apresenta caracteristicas hidrofébicas; o outro (recuperado
no soro) é normalmente designado por caseino-glicopeptideo,
caseino-macropeptideo (CMP) ou glicomacropeptideo
(GMP), tendo apenas 65 aminodcidos, peso molecular
de 8000 Da, sendo de natureza hidrofilica. Este peptideo
¢ 0 unico que contém o residuo fosfoserina e participa
na ligagdo aos glicidos (Imbert e Nicholas, 1993).

O polimorfismo genético, isto é, as formas alélicas
ou variantes genéticas da caseina K ocorrem no CMP,
existindo a variante A e a variante B, que diferem
nos aminodcidos situados nas posicdes 138 ¢ 148, Os
residuos 138 e 148 da variante A, sfio, respectivamente,
a treonina e o acido aspdrtico; para a variante B
tém-se, na mesma ordem, os residuos isoleucina e
alanina (Imbert e Nicolas, 1993).

Ha proteinas de origem bacteriana (Shah, 1994)
que também catalisam a hidrolise da K-caseina com
obtengio de CMP (Law, 1979) e mesmo o armazenamento
do leite a temperaturas baixas (4-7°C) permite a
multiplicagdo desses microorganismos com consequéncias
indesejaveis no fabrico do queijo. Também o leite
ultrapasteurizado (leite UHT) ndic estd imune & presenga
de bactérias resistentes ao tratamento térmico se o
armazenamento do leite néo for suficientemente curto.
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A determinagiio de CMP na indistria leiteira reveste-
-se pois de grande interesse econ6émico. E importante
para acompanhar a acgfo da quimosina durante o
fabrico do queijo, para medir o grau de protedlise
durante 0 armazenamento do leite ¢ também para a
detecgio de fraudes. Além disso o GMP parece estar
destinado a tornar-se um ingrediente para alimentos
dietéticos tendo em vista algumas propriedades biolégicas
que dele tém sido relatadas (Kawakami er a/., 1992).

A metodologia utilizada tem contado com métodos
cromatograficos como o HPLC (Kawakami et al.,
1992; Sharma et al. 1993; Imbert e Nicolas, 1993),
e o méftodo imunolégico ELISA (Picard ef al. 1994).
Os métodos cromatogrificos sdo mais sensiveis que
os outros métodos tradicionais embora a sua instrumentagao,
respectiva operagdio e manuten¢io sejam de custo
elevado. O método imunolégico ELISA é mais simples,
apresenta grande sensibilidade e é mais acessivel no
que concerne a instrumentacgio. Deste tém sido referidas
muitas aplicages na analise de leites e queijos, particularmente
na detec¢lio de fraudes (Castro, 1955).

Mais recentemente (Prin ef al.,, 1996) aplicou o
método imunonefelométrico em microparticulas 4 determinagfo
do CMP em leite fresco e armazenado, tendo fornecido
resultados compardveis aos do método ELISA (Picard
et al. 1994). Observaram que os conjugadoes do CMP
a microesferas hidrofilicas polifuncionais permaneciam
imunorreativos durante varios meses quando conservados
a -20°C e que 2 imunoaglutina¢fio com anti-soro anti-
-KCWN podia sofrer 50% de inibi¢3o na presenga de
CMP na concentragido de 100 pug/L e que era possivel
detectar 16 pg/L. do glicomacropeptideo. Juntamente
com a grande sensibilidade do método ha a confirmar
a excelente reproductibilidade.

A aplicacdio & determina¢io do contefido de CMP
em leites armazenados a 4°C ¢ muito importante,
pois permite fazer uma avaliagiio da sua qualidade.
E sabido que mesmo a essa temperatura a quimosina
¢ ativa determinando a prote6lise da caseina K com
a obtengdo dos respectivos glicomacropeptideos em
quantidades pequenas. Assim sendo a simples determinagéo
desta caseina ndo-é decisiva para a quantificagio da
hidrélise. Ha que aplicar um método para medir directamente
o CMP e isso foi também realizado pelos mesmos
investigadores para 30 leites diferentes, tendo sido
detectados nos ultrafiltrados concentragles compreendidas
entre 0,56 e 2,48 mg/L,

Muito provavelmente este método imunonefelométrico
nio permite distinguir o CMP A do CMP B, como ¢
possivel utilizando métodos cromatograficos de alta
resolugdo (HPLC) apds tratamento das amostras (leites
ou queijos) com acido tricloroacético para insolubilizar
as proteinas (Imbert et al., 1993) ou apds ultrafiltragio
para garantir todas as formas glicosiladas dos CMP
(Kawakami et al., 1992). E reconhecido que tais
métodos cromatogréificos de alta resolugfio, embora
sejam dotados de alta especificidade sdo muito caros
e relativamente lentos, nfo se justificando a sua
utiliza¢&o nos centros de produgio ou utilizago leiteira
para o controle de qualidade. £ mais adequado o
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método da imunonefelometria em microparticulas pelo
conjunto de caracteristicas que foram descritas nas
vérias aplicagdes.

Comparativamente ao método ELISA (Picard et
al., 1994) a técnica imunonefelométrica em microparticulas
mostrou-se também sensivel, especifica, simples, também
relativamente de baixo custo, mas mais rapida, por
dispensar pré-tratamentos das amostras e lavagens
sucessivas inerentes ao método imunoenzimético.

5. Conclusoes

Os métodos tradicionais de avaliagfio da qualidade
de leites e queijos, embora ainda sejam adequados,
tém-se enriquecido e completado com a aplicagdo
das novas técnicas imunoanaliticas nas suas vdirias
modalidades. Mais recentemente tem-se destacado a
imunonefelometria microparticular que, inicialmente
desenvolvida para a andlise no campo da biologia
humana, tem tido crescente aplicagdo no dominio
das anélises agroalimentares, tendo em conta as suas
caracterfsticas de alta especificidade, sensibilidade,
simplicidade e rapidez.

No que concerne 3 imunonefelometria em microparticulas
tem sido possivel sintetizar microparticulas hidrofilicas
de tamanho controlado, recobri-las de um dado antigénio,
aptas a serem aglutinadas pelo respectivo anticorpo.
O decréscimo do sinal nefelométrico obtido em tal
aglutinagdo na presenga de antigénio livre é proporcional
a concentragdo deste, o que permite estabelecer uma
curva padrio de andlise.

A aplicagio desta metodologia & determinag&o quantitativa
das caseinas de leites e queijos tem sido possivel, de
um modo ficil, com excelentes resultados, sem necessidade
de lavagens ou separagfio de fases, sem interferéncias,
sem tratamentos prévios, com rapidez e rigor quantitativo
e a custos relativamente baixos.
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