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RESUMO

Varios estudos tém demonstrado que proteinas de leguminosas como soja, gréao de
bico, lentilhas e alguns feijdes possuem propriedades hipocolesterolémicas e
hipotrigliceridémicas, embora 0 mais comum seja a utilizacdo de farmacos nestes
quadros. Em funcdo da composicdo proteica do grdo de bico e da possivel
homologia funcional com as demais proteinas de leguminosas, esse estudo teve por
objetivo verificar a acdo da proteina do tipo legumina (11S) do grdo de bico
administrada oralmente como suplemento em animais hipercolesterolémicos
induzidos pela dieta. Foram analisados crescimento ponderal, consumo alimentar,
excrecdo fecal, concentracdo sérica e hepatica de colesterol total, triglicerideos,
fracdo HDL e ndo-HDL além da excrecao de lipideos totais e colesterol. Houve
diferenca entre o aspecto dos figados dos grupos estudados decorrente do consumo
da dieta hipercolesterolémica e acdo do farmaco. A administracdo diaria de 300
mg/kg de peso corpoéreo da fracdo 11S do grdo de bico apesar de ndo apresentar
efeito sobre os niveis séricos de colesterol total provocou uma diminuigéo de 28,77%
nos niveis de triglicerideos e de 51,48% e 82,70% nas concentracfes hepaticas de
colesterol total e triglicerideos, respectivamente. Esses resultados mostram que a
fracdo 11S do gréo de bico possui efeito hipotrigliceridémico e que as globulinas 11S
de leguminosas podem apresentar ac¢oes fisiologicas diferentes sobre o metabolismo

lipidico.



ABSTRACT

Several studies have shown that proteins of legumes like soybeans, chickpeas,
lentils and beans have some hypocholesterolemic properties and
hypotriglyceridemic, although the most common is the use of drugs in these
situations. Devide to the protein composition of chickpea and possible functional
homology with other legume proteins, this study aimed to verify the effect of protein
type legumin (11S) of chickpeas administered orally as a supplement in animals
induced hypercholesterolemic diet. We analyzed weight growth, food consumption,
fecal excretion, serum and hepatic total cholesterol, triglycerides, HDL and non-HDL
beyond the excretion of total lipids and cholesterol. There was a difference between
the appearance of the livers of groups arising from the consumption of
hypercholesterolemic diet and drug action. The daily administration of 300 mg / kg
body weight fraction of 11S chickpea although not have an effect on serum total
cholesterol caused a decrease of 28.77% in the levels of triglycerides and 82% to
51.48 70% liver concentrations of total cholesterol and triglycerides, respectively.
These results show that the fraction of 11S chickpeas has effect hypotriglyceridemic
and 11S globulins of legumes may have different physiological actions on lipid

metabolism.
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INTRODUGCAO

1.1. Caracteristicas estruturais e acao hipocolesterolémica da globulina 11S de

leguminosas

As globulinas representam de 50 a 70% do conteudo proteico das
leguminosas e apresentam duas fragOes proteicas distintas, uma do tipo legumina
(11S) e outra do tipo vicilina (7S) que sao classificadas de acordo com seus
coeficientes de sedimentacdo em ultracentrifuga. (LIU, 2007; SILVA et al 2001;
DURANTI, GIUS, 1997; SHEWRY, NAPIER, TATHAM, 1995). A globulina 11S é um
hexadmero, possui estrutura quaternaria onde cada subunidade contém um
polipeptideo acido e um polipeptideo béasico ligados por pontes dissulfeto, com
massas moleculares de 40 kDa e 20 kDa, respectivamente. (DURANTI, GIUS, 1997;
SHEWRY, NAPIER, TATHAM, 1995). Essas proteinas tém sido caracterizadas em
inmeros trabalhos, particularmente envolvendo a soja.

Estudos in vitro e in vivo realizados com as fracbes 7S e 11S da soja tém
demonstrando uma relacdo positiva quanto ao metabolismo lipidico (FASSINI et al.
2011; FERREIRA et al. 2011; LOVATI, MANZONI, PIZZAGALLI, 2008; PAK et al.,
2005; DURANTI et al. 2004; FUKUI, KOJIMA, TACHIBANA, 2004, 2002; LOVATI,
MANZONI, CORSINI, 1992). Lovati, Manzoni, Corsini (1992) demonstraram uma
redugcdo na concentracdo de colesterol plasmatico de 34,84% e 32,70%
respectivamente, apdés a administracdo das globulinas 7S e 11S em ratos Sprague-
Dawley alimentados com dieta hipercolesterolémica. Wright e Salter (1998)
sugeriram que a reducdo nos niveis de colesterol total e a ligacdo com sais biliares

apresentam-se aumentadas pela presenca de peptideos com predominio de
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aminoacidos hidrofébicos resultantes da hidrolise das fragcdes 11S e 7S da soja. Este
fato também foi relatado por Pak et al. (2005) ao verificar a atividade
hipocolesterolemiante de peptideos isolados a partir da hidrélise da glicinina da soja.

Ferreira et al. (2011) verificaram a ag¢ao da fragédo B-conglicinina (7S) da soja
em diferentes concentracdes (200 e 300 mg/kg de peso corpdreo) em animais
alimentados com dieta hipercolesterolémica. Observou-se uma diminuicdo nos
niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos de 11% e 25% respectivamente,
gquando administrado 200 mg/kg da fracdo 7S e 23% e 34% quando a dosagem
administrada foi alterada para 300 mg/kg de 7S. Houve também um aumento de
32,5% e 56,9% nos niveis de HDL- C, uma diminuicdo de 21% no colesterol total e
triglicerideos hepéticos, além da diminuicdo do indice aterogénico em 40,2% e
56,4% em relacéo ao grupo hipercolesterolémico.

Fassini et al. (2011, 2012) observaram o efeito da fracéo glicinina (11S) da
soja em ratos alimentados com dieta acrescida de 1% de colesterol e 0,5% de acido
colico. Houve reducdo de aproximadamente 23% nos niveis de triglicerideos
plasmaticos e 20,9% nos triglicerideos hepaticos, 19,88% nas fracbes ndo-HDL-C e
42,2% no indice aterogénico, porém nédo foi observada nenhuma alteracdo no
colesterol total hepatico. Foi verificado um aumento de 26,8% nos niveis de HDL-C
do grupo que recebeu administracdo de 300 mg/kg de 11S de soja diariamente
durante a realizacdo do experimento, sugerindo que esta proteina desempenha uma
acao protetora quanto ao risco de desenvolvimento de doencas aterogénicas.

TAVANO et al. (2008) mostraram em um estudo de caracterizacdo da
proteina do grdo de bico que a classe globulinica (47,85%) representa a fracdo
proteica majoritaria do gréo, seguida das fracdes de albumina (18,63%), glutelina

(10,02%) e prolamina (0,17%). No gréo de bico, a fracao proteica do tipo legumina
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(11S) representa a principal proteina do grdo semelhante as espécies de sojas e
diferentes da maioria dos feijoes, lentilha e ervilha onde as fragdes proteicas vicilinas
(7S) sdo majoritarias (DERBYSHIRE, WRIGHT, BOULTER, 1976). A proteina 11S
no grdo de bico constitui aproximadamente 11% no conteddo protéico total da
farinha o que representa cerca de 81% da globulina total (TAVANO, 2002). Neves,
Silva e Lourenco (2004) em um estudo de caracterizagdo e hidrolise in vitro da
globulina 11S do grao de bico observaram que esta proteina possui peso molecular
de aproximadamente 325 kDa, com subunidades com peso molecular entre 35,3 e

55 kDa.

1.2. Acao das proteinas de leguminosas no metabolismo lipidico

O reconhecimento pela U.S Food and Drug Administration (FDA), que
considerou o consumo de 25g de proteina de soja por dia como promotor de um
efeito preventivo na incidéncia de doencas coronarianas, em parte devido a
significativa reducéo plasmatica do colesterol total e da lipoproteina LDL-C (LOVATI,
MANZONI, PIZZAGALLI, 2008; ZHONG et al., 2007; DURANTI et al., 2004) abriu
uma nova perspectiva para estudos com outras leguminosas que também poderiam
atuar como compostos funcionais de alimentos.

Boualga et al. (2009) observaram em ratos jovens alimentados com proteina
isolada da lentilha como fonte protéica que ndo houve alteracdo significativa no
colesterol total plasmético dos animais, no entanto, 0s niveis de triglicerideos séricos
e hepaticos foram reduzidos em 57,6 e 50,0% respectivamente. Resultado
semelhante foi observado por Spielmann, Stangl e Eder (2008), que ao oferecerem

proteina isolada de ervilha a ratos por um periodo de 16 dias, verificaram que estes
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apresentaram menor peso do figado e menor ganho de peso do que o grupo
alimentado com caseina. N&o houve diferenca nos niveis plasmaticos de colesterol
total, LDL-C e HDL-C entre os grupos, porém houve diminuicdo nas concentragfes
de colesterol hepético e no colesterol constituinte da VLDL-C seguida de uma maior
excrecdo de acidos biliares nas fezes, além de uma maior concentracdo de SREBP-
2, HMG CoAr, receptor de LDL-C e CYP7A1, envolvidos no metabolismo e
regulacéo do colesterol.

Rho et al. (2007) verificaram o efeito hipocolesterolémico do hidrolisado de
soja escura em diferentes concentracdes em ratos que recebiam dieta acrescida de
1% de colesterol. Menor ganho de peso, tecido adiposo epididimal e peso do figado,
além da reducdo de 25% do colesterol sérico e de 26 a 60% do LDL-C foram
observados em relacdo ao grupo que recebeu caseina como fonte protéica. Nao
houve diferenca no nivel de colesterol hepatico, porém os triglicerideos hepaticos
diminuiram em até 10% e o HDL-C aumentou em até duas vezes comparado a
caseina, dependendo da concentracdo do hidrolisado.

Ainda que muitos destes efeitos tenham sido relacionados diretamente a
proteina das diferentes fontes de leguminosas, evidéncias tém apontado que estes
estariam associados a presenca de peptideos originados da digestao limitada da
proteina pelas enzimas gastrointestinais, que apos absor¢cdo e transporte para o
figado poderiam modular a homeostase do colesterol (SCARAFONI, MAGNI,
DURANTI, 2007; LOVATI, MANZONI, PIZZAGALLI, 1992). Os estudos de Rho et al.,
(2007) e Kahlon, Shao (2004) indicam que a reducao plasmatica de colesterol seria
uma consequéncia da interacdo entre os peptideos formados e o colesterol, ou seus
metabolitos, esterdis neutros e sais biliares, promovendo sua excrecdo. E outros

autores sugerem ainda que a composi¢cdo de aminoacidos das proteinas da dieta
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pode ser um dos fatores (LOVATI, MANZONI, PIZZAGALLI, 2008; FUKUI, KOJIMA,
TACHIBANA, 2004,2002; MORIYAMA, KISHIMOTO, NAGAI, 2004; ADAMS,

GOLDEN, ANTHONY, 2002).

1.3. Gréo de bico: aspectos econdmicos e caracteristicas do grao

O gréo de bico é um grao pertencente a familia das leguminosas Fabaceae
Leguminosae, do género Cicer que possui cerca de 39 espécies conhecidas. Sua
provavel origem se deu no Oriente Médio a aproximadamente 7450 anos e seu
cultivo é realizado em varias partes do mundo, sendo que as regides semi-aridas e o
clima da Europa, Asia, Austrdlia e América do Norte oferecem as melhores
condi¢cdes (ROY, BOYE, SIMPSON, 2010; CHANG et al., 2009; SINGH, 1997;
CHAVAN et al.,1986)

Em 2003, a producéo atingiu 7,1 milhdes de toneladas, em 2004, seu cultivo
em 45 paises produziu 8,6 milhdes de toneladas e em 2008, a producédo chegou a 9
milhdes de toneladas, sendo que somente na india foram produzidas 5,97 milhdes
de toneladas deste grdo, o que corresponde a 66% da produgdao mundial. O
Paquistdo é o segundo maior produtor, responsavel por cerca de 7% do cultivo
mundial, seguido pela Turquia, Australia e Iran. O crescimento da producao mundial
do grao de bico é favorecido pelo seu custo relativamente baixo, seu valor nutricional
e a digestibilidade da proteina, baixa quantidade de fatores antinutricionais e suas
propriedades funcionais empregadas na industria de alimentos (ROY, BOYE,
SIMPSON, 2010; WANG et al., 2010; CHANG et al., 2009; EMAMI, TABIL, 2002).

Desi e Kabuli sdo os dois tipos de grédo de bico disponiveis no comércio

mundial, sendo agrupados de acordo com a coloracdo de suas sementes e
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distribuicdo geogréfica. O gréo de bico desi é uma semente pequena, escura, com
camada de formato irregular e superficie aspera, com origem no Mediterraneo e
Oriente Médio, desenvolvendo-se em solos semi-aridos. O tipo Kabuli possui
semente arredondada, mais larga que a do tipo desi, de cor clara, superficie lisa,
possui origem indiana e se desenvolve em regides temperadas (ROY, BOYE,
SIMPSON, 2010; KHALIL et al, 2007, EMAMI, TABIL, 2002; TAVANO, 2002; SINGH,
1997; GIL et al, 1996).

A semente de gréo de bico é constituida por 52,4 a 70,9% de carboidratos,
principalmente na forma de amido, 6,4% de lipideos, predominando a fracéo
insaturada (aproximadamente 67,13% do total de lipideos), cerca de 22% de
proteinas, além de ser uma boa fonte de fibras solGveis e insollveis, vitaminas,
minerais como calcio, fésforo, ferro, zinco, cobre, potassio, magnésio e também
possui baixo teor de sodio (ROY, BOYE, SIMPSON, 2010; KHALIL et al, 2007,

EMAMI, TABIL, 2002).

1.4. Evidéncias da acao do grao de bico no metabolismo lipidico

Zulet, Martinéz (1995) conduziram um estudo com ratos hipercolesterolémicos
alimentados com gréo de bico, sendo observada uma reducéo de 54% nos niveis
plasmaticos de colesterol total e LDL-C, 70% nos triglicerideos e VLDL-C, 27,5% no
HDL-C e de 36% na razao colesterol total/HDL-C. Pittway, Robertson, Ball (2008)
realizaram um estudo em que 45 individuos saudaveis incorporaram grao de bico
em sua dieta por 12 semanas e apos este periodo verificou-se alteracdo nos niveis
séricos de colesterol total, triglicerideos, HDL-C e insulina, refletindo na melhora do

perfil lipidico e a resisténcia a insulina dos participantes.
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Estes dois estudos (ZULET & MARTINEZ, 1995; PITTWAY, ROBERTSON,
BALL, 2008) demonstraram uma possivel acdo do grao de bico no metabolismo
lipidico, porém nestes casos o grao foi usado na sua totalidade, o que considera ndo
s a acgdo protéica, mas também a de outros compostos como saponinas (CARR;
JESCH, 2006; MILGATE; ROBERTS, 1995), gorduras insaturadas (PITTWAY,
ROBERTSON, BALL, 2008), fibras (CHEN, JIAO, MA, 2008; PITTWAY,
ROBERTSON, BALL, 2008; CARR; JESCH, 2006) isoflavonas e esterdis (CHEN,
JIAO, MA, 2008; CARR; JESCH, 2006; YU; MCGONIGLE, 2005) que séo
constituintes do grdo e que também sdo conhecidos por desempenharem algum
efeito sobre as concentracdes lipidicas séricas.

Yang et al (2007) demonstrou que ratos hipercolesterolémicos induzidos por
dieta constituida de 20% de gordura e 1% de colesterol apresentaram alteracao na
composicao corporal quando tratados com 10% de farinha integral de grdo de bico
durante 32 semanas, comparado com 0s animais que receberam caseina. O grupo
alimentado com o grédo mostrou uma reducéo de 14,1% no ganho de peso e de 28%
na relacéo peso corpéreo: gordura epididimal. Essa mesma intervencéao influenciou
ainda os niveis de lipideos plasmaticos com a diminui¢cdo do LDL-C em 23%, 30%
na razdo LDL-C:HDL-C, 45% de triglicerideos e o aumento de 35% de HDL-C,
seguidos de uma maior atividade das enzimas lipase lipoproteica e lipase hepatica
envolvidas com o metabolismo de lipoproteinas. Houve uma melhora significativa em
relacdo a resisténcia a insulina e prevencao da hiperglicemia e hiperinsulinemia pos
prandiais. Os autores deste estudo sugeriram que estes efeitos podem estar
associados a diminuicdo da gordura visceral e ao alto teor de &cidos graxos
insaturados (principalmente &cido oléico e linolénico) presente no grao de bico, que

modificariam a composicdo corporal e de lipideos plasmaticos.
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Andlises realizadas por Boualga et al. (2009) ao utilizar o isolado proteico do
gréo de bico em um grupo de ratos alimentados com dieta isoenergética mostraram
uma diminuicdo de 31,38% nos niveis hepéticos de colesterol e de 31,17% nos
triglicerideos, 46,46% nos triglicerideos plasméticos, além de uma reducdo de
17,26% no peso corporal e de 17,28% no tecido epididimal e da atividade da
lipoproteina lipase em relacdo ao grupo controle, alimentado com caseina. O peso
total do VLDL-C representado pela quantidade de apo B-100 e outros componentes
lipidicos como triglicerideos, fosfolipideos, colesterol ndo esterificado e éster de
colesterol presentes nessa lipoproteina sofreu uma reducédo de 46,5%, refletindo
uma diminuicdo de 33% de éster de colesterol, 56% de apolipoproteina, 44% dos

fosfolipideos e 63,33% dos triglicerideos.

1.5. Hiperlipidemia

As lipoproteinas auxiliam na homeostase do colesterol enddégeno e exdgeno
no organismo por atuarem no transporte lipidico. Quando algum dos mecanismos
envolvidos nesse processo se torna deficiente produzindo uma desordem no
metabolismo das lipoproteinas, esta € caracterizada como hiperlipidemia
(CHARLTON-MENYS, DURRINGTON, 2007; GENEST, 2003; KNOOP, 1999).

Existem cinco tipos principais de hiperlipidemia: a hipertrigliceridemia, na qual
h& uma diminuicdo na remocao de triglicerideos séricos pela reducdo da atividade
da lipoproteina lipase, seguido de um aumento da secrecdo hepéatica de VLDL-C. A
hiperlipidemia combinada, caracterizada pelo acimulo sérico de VLDL-C, LDL-C ou
ambos devido a uma producdo excessiva de VLDL-C ou por um bloqueio na

degradacdo da LDL-C. A doenca de remocdo de remanescentes ou
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disbetalipoproteneimia familiar conhecida pelo aumento da secrecédo de VLDL-C e
comprometimento da remocao de remanescentes de lipoproteinas causado por uma
deficiéncia na apo E. Hipercolesterolemia, na qual ha uma reducdo da atividade e
ou na sintese do receptor de LDL-C gerando um aumento dos niveis desta
lipoproteina. Além da hipoalfalipoproteinemia familiar em que ha uma diminuicdo na
formacdo e um maior catabolismo das apolipoproteinas Al e All decorrente do
aumento na atividade da lipase hepatica e da CETP, levando a uma diminui¢do do
HDL-C (CHARLTON-MENYS, DURRINGTON, 2007; GENEST, 2003; KNOOP,
1999).

A ocorréncia de algum destes tipos de hiperlipidemia associada a fatores de
risco para doencas cardiovasculares e baixas concentracfes de HDL plasméatico
favorecem a doenca cardiovascular aguda (CHEN et al., 2008; GENEST, 2003). A
prevencao e tratamento neste caso buscam modificar ou mesmo eliminar os fatores
de risco, conciliando, se necessario, com o tratamento especifico para a

hiperlipidemia (KNOOP, 1999).

1.6. Tratamento farmacoldgico na hiperlipidemia

Os medicamentos utilizados na regulagdo do metabolismo lipidico sé&o
divididos em dois grupos: as estatinas, inibidores de absor¢cdo do colesterol,
sequestradores de &cidos biliares e acido nicotinico sédo usados na reduc¢éo de LDL-
C e colesterol total, enquanto que os fibratos e acidos graxos 6mega-3 atuam na
reducao dos triglicerideos (DREXEL, 2009).

Os mecanismos de acdo destas drogas agem em locais especificos do

transporte lipidico e dependendo da necessidade podem ser prescritas em
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associacdo uma com as outras. As estatinas diminuem a sintese de colesterol e a
secrecdo de VLDL-C devido ao aumento da atividade do receptor de LDL-C e
inibicio da HMG-CoAr. Os sequestrantes de A&cidos biliares interrompem a
circulacdo éntero-hepatica destes, aumentando a conversdo do colesterol hepatico
em acidos biliares. O acido nicotinico diminui a sintese hepatica de triglicerideos, a
secrecdo de VLDL-C e a conversédo desta em LDL-C, além de aumentar HDL-C. Os
fibratos reduzem a secrecdo de VLDL-C e aumentam a atividade da lipoproteina
lipase, aumentando a remocédo de triglicerideos (DREXEL, 2009; SCHULS, 2006;
SCHACHTER, 2004; STANCU, SIMA, 2001; KNOPP, 1999).

Dentre as possibilidades de tratamento, as estatinas tem sido o grupo de
drogas mais empregado devido a eficiéncia de seus resultados. A fermentacéo
fungica foi a primeira forma de obtencdo das estatinas, caso da lovastatina,
pravastatina e sinvastatina, e em seguida foram produzidas sinteticamente as
fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e a cerivastatina que foi retirada do
mercado mundial em 2001 pela ocorréncia de rabdomidlise (lise rapida no musculo
esquelético). Apesar das estatinas apresentarem o mesmo mecanismo de ac¢ao, elas
diferem quanto a estrutura quimica, perfil farmaco-cinético e eficacia na modificacao
das fracoes lipidicas (COSTA-SCHARPLATZ et al., 2008, SCHACHTER, 2004).

O mecanismo de acdo das estatinas se baseia na inibicdo competitiva da
enzima HMG-CoAr, impedindo a conversdo de HMG-CoA em mevalonato e
consequentemente a formacédo de colesterol no figado. A diminuicdo do colesterol
intracelular induz a uma ativacdo do fator de transcricdo SREBP-2 (proteina-2
ligante do elemento regulatério de colesterol) que aumenta a expressdo génica do

receptor de LDL-C na superficie do hepatdcito, aumentando a captacdo de LDL-C



25

sérico e reduzindo assim a concentracdo de LDL-C circulante (SCHACHTER, 2004,
STANCU, SIMAS; 2001; KNOPP, 1999).

Além da inibicdo da HMG-CoAr, as estatinas tém apresentado mecanismos
secundarios que também beneficiam o tratamento das doencas cardiovasculares.
Elas podem inibir a sintese hepatica de Apo B100 e reduzir a sintese e secre¢do de
VLDL-C melhorando o perfil lipidico sérico e também atuar na diminuicdo do
processo inflamatorio, restauracdo da atividade plaquetaria e processo de
coagulacdo, no aumento da estabilidade de placas aterosclerdticas, podendo
também inibir o crescimento de células tumorais e aumentar a mobilizacao de célcio
intracelular (SCHULS, 2006; SCHACHTER, 2004; STANCU, SIMAS, 2001). Muitos
destes efeitos pleiotropicos parecem ser mediados pela inibicdo da producédo de
isoprendides, compostos derivados do mevalonato, que servem como ligantes
lipidicos de moléculas sinalizadoras intracelulares (SCHACHTER, 2004).

Mesmo apresentando bons resultados frente ao tratamento da hiperlipidemia,
as estatinas podem causar efeitos adversos em alguns pacientes, sendo 0s mais
comuns: erupcado cutanea, perda de concentracdo ou disturbios do sono,
desconforto gastrointestinal, dores musculares, fraqueza e em casos mais graves
rabdomiodlise, hepatite que pode estar associada com perda de apetite e de peso e
aumento das aminotransferases séricas. H4 casos de miopatia e hepatoxicidade,

porém estes sao mais raros (KNOPP, 1999).

1.7.Tratamento dietético da hiperlipidemia

Mudancas no estilo de vida e reeducacdo alimentar sdo algumas das

recomendacgdes da comissao de nutricAo da American Heart Association visando
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reduzir os riscos de doencas cardiovasculares. Além da adequacdo do peso,
manutencdo dos niveis seéricos do LDL-C, HDL-C e triglicerideos, pratica de
atividade fisica e exposicdo minima ao tabaco, propbe-se a adequacdo da dieta
através do maior consumo de vegetais, frutas, graos inteiros, alimentos com alto teor
de fibras e peixes, limitando o consumo de gorduras saturadas, gorduras trans e
colesterol, alimentos com excesso de acucar ou sal e bebidas alcodlicas (SIRTORI
et.al.,, 2008; KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2002). Varady e Jones (2005)
verificaram que dietas restritas em gorduras saturadas combinadas a exercicios
fisicos diminuiram 7 a 18% do colesterol total, 7 a 15% do LDL-C e 4 a 18% do nivel
dos triglicerideos, além de aumentar o HDL-C de 5 a 14%.

O consumo de grdos de leguminosas também tem sido frequentemente
associado a diversos beneficios associados a prevencao e tratamento de doencas
cardiovasculares em funcdo da sua composicdo de nutrientes e as recentes
pesquisas com compostos bioativos (ROY, BOYE, SIMPSON, 2010; DURANTI,
2005; KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2002; YOSHIKAWA et al., 2000).
Dentre as leguminosas, a soja se encontra em lugar de destaque devido aos
resultados obtidos em muitas pesquisas clinicas (ROSELL et al., 2004; TONSTAD,
SMERUD, HOIE, 2002), em animais (DURANTI et al., 2004; AOYAMA et al., 2000) e
meta-analises (REYNOLDS, CHIN, LEES, 2006; ANDERSON, JOHNSTONE,
COOK-NEWELL, 1995) relacionados a reducdo sérica de colesterol total e

triglicerideos.
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1.8. Homologia entre as globulinas 11S

Marcone (1999) e Marcone et al. (1998a,b) em um estudo de caracterizagéo
de 21 globulinas purificadas de sementes de plantas mono e dicotiledbneas
observaram que as fragcbes globulinicas 11S apresentaram peso molecular,
composicao de subunidades e conformacéo interna semelhantes em plantas mono e
dicotiledbneas, com diferencas somente nas propriedades de superficie que
possivelmente deve ter decorrido da propensdo da ocorréncia de maior frequéncia
de substituicdo de aminoacidos na superficie dessas proteinas. O peso molecular
das subunidades das 11S destas plantas variou entre 20 e 27 KDa para as
subunidades basicas e 30 a 39 KDa para as subunidades acidas, sendo que as
subunidades das globulinas 11S geralmente apresentaram-se ligadas por forcas
ndo covalentes, com excec¢do das dicotiledbneas que apresentaram algumas
ligacdes dissulfeto entre suas subunidades. Observou-se também a semelhanca
guanto a composi¢ao dos aminoacidos acido glutamico, acido aspartico, asparagina
e arginina que podem estar relacionados a uma equivaléncia entre as proteinas de
reserva, além da similaridade nas quantidades de estruturas a- hélice e folhas B nas
estruturas secundarias destas globulinas, indicando uma conformacao interna muito
semelhante ou altamente conservada. Acredita-se que todas as semelhancas das
caracteristicas estruturais e quimicas das globulinas 11S podem ter surgido de uma
evolucéo convergente em resposta a uma mesma necessidade funcional ou mesmo
a um ancestral comum.

Assim, baseado no efeito hipocolesterolémico das leguminosas, mais
especificamente da 11S da soja (FASSINI et al. (2011, 2012); PAK et al., 2005;

KWON et al., 2002), nos estudos de similaridades encontradas entre as globulinas
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11S (MARCONE, 1999; MARCONE et al.,(1998 a,b)) e nos potenciais efeitos
hipolipidémicos apresentados pelo grao de bico (BOUALGA et al. 2009; PITTWAY,
ROBERTSON, BALL, 2008; YANG et al., 2007; ZULLET & MARTINEZ; 1995), a
verificagdo da acdo da proteina 11S do grdo de bico frente a este quadro abriria
mais uma perspectiva a utilizacdo de grdos de leguminosas, particularmente a do

grao de bico como alimento funcional.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a acdo da fracdo proteica 11S do grao de bico administrada

oralmente como suplemento em animais hipercolesterolémicos induzidos pela dieta.

2.2. Objetivos especificos

e Isolar afragdo 11S a partir da globulina total;

e Induzir hipercolesterolemia nos animais a partir de uma dieta acrescida de
20% de gordura de coco hidrogenada, 1% de colesterol e 0,5% de acido
colico.

e Avaliar os efeitos da administracéo da fracdo 11S nas concentracdes séricas
de colesterol total, fracdo HDL-C e ndo-HDL-C e triglicerideos comparados a
animais que nao receberam a fracao proteica;

e Avaliar os efeitos da administracdo da fragcdo 11S nas concentracdes de
colesterol total e triglicerideos a nivel hepatico e colesterol e lipideos totais

nas fezes de animais que nao receberam a fracéo proteica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
Foram utilizadas sementes de gréo de bico (Cicer arietinum L.) provenientes

do comeércio de Araraquara-SP.

3.1.1. Preparo do material

As sementes integras foram limpas e maceradas em agua destilada a 4°C
por um periodo de 12 horas. Posteriormente, foram removidas as cascas
manualmente e os cotilédones levados a estufa com circulacdo de ar a 40°C para
secagem. Os cotilédones secos foram moidos e tamisados até a passagem em
peneira de granulacao de 60 mesh.

A farinha foi desengordurada na propor¢cao 1:8 m/v de n-hexano durante 4
horas a temperatura ambiente sob agitacdo. Esse contetdo foi filtrado e seco a
temperatura ambiente para retirada do solvente. Foi realizada analise da
composicdo quimica das farinhas integral e desengordurada de acordo com o0s
parametros estabelecidos pela Association Official Analytical Chemistry (AOAC,

1998).

3.1.2. Isolamento da proteina

O isolamento da globulina total e da fracdo 11S a partir da farinha
desengordurada teve como principio basico a diferenca de solubilidade das
proteinas em sal. A globulina principal foi obtida a partir da globulina total extraida da
farinha desengordurada segundo KUMAR & VENKATARAMAN (1980) com algumas

modificagdes.
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Aliquotas de farinha de gréo de bico desengordurada foram suspensas em
solucdo de cloreto de sddio 10%, na relacdo de 1:10 (m:v), sob agitacéo leve por 2
horas a 4°C. O material foi centrifugado a 5000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante
foi diluido 10 vezes em agua destilada de acordo com seu volume e mantido em
repouso por 12 horas. ApOs este periodo, foi novamente levado a centrifugacdo a
5000 rpm por 30 minutos e o precipitado coletado, solubilizado em solucdo de NaCl
10%, diluido 20 vezes em seu volume com agua destilada e mantido por mais 12
horas em repouso. O precipitado separado por centrifugagdo a 5000 rpm por 30
minutos e solubilizado em quantidade minima de NaCl 10%, representando a fracao
proteica 11S do gréao de bico.

Para fins de uso em experimento biolégico a fracdo proteica 11S obtida pela
extracdo acima mencionada foi mais uma vez diluida em agua destilada 20 vezes
em seu volume, centrifugada a 5000 rpm por 30 minutos e ressuspensa em solucao

salina (NaCl 0,9%).

3.2. Métodos

3.2.1. Determinacéo da proteina

Nas etapas de obtencéo da proteina total e 11S isolada do gréo foi realizada
a determinacdo da proteina pelo método de Lowry (1951), através da leitura a 750
nm em espectrofotbmetro, marca Pharmacia Biotech, e uso de curva analitica
utilizando albumina de soro bovino como proteina padrao. No eluato da coluna

cromatografica Sepharose CL 6B a proteina foi monitorada pela leitura a 280 nm.
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3.2.2. Cromatografia de filtragdo em gel - Sepharose CL 6B

Antes da aplicacéo da frag&do proteica na coluna, foi realizada a passagem de
Blue Dextrana a fim de determinar o seu Vo. A leitura em absorbancia foi realizada a
650 nm e verificado o pico no tubo de ndmero 38, com volume de eluicdo de 232,7
mL. Assim, estabeleceu-se o Vo da coluna.

Apols a extracdo e isolamento da fracdo 11S do grdo de bico, esta foi aplicada
em coluna contendo resina Sepharose CL-6B (100 x 2,5 cm) previamente
equilibrada com tampéo de corrida fosfato de potassio 10 mmol/L (pH 7,5), contendo
0,5 mol/L de NaCl e 0,01% de azida sodica. O perfil cromatogréfico foi tracado por
registro de absorbancia a 280nm a partir das fracdes de aproximadamente 5,5 mL
coletadas da coluna. O pico cromatografico referente a fracdo 11S foi recolhido,

armazenado e posteriormente submetido a analise eletroforética.

3.2.3. Caracterizacéo eletroféretica por SDS

As proteinas isoladas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS, na presenca e auséncia de agente redutor 2- mercaptoetanol,
em sistema de pH descontinuo, assim como descrito por Laemmli (1970), a fim de
se estimar o numero e a massa molecular de suas subunidades.

Aliquotas de 10 pg de proteina foram depositadas nos géis de concentracao
e separacdo preparados com 12% e 4,5% de acrilamida, respectivamente. As
amostras proteina total, fracdo 11S isolada, pico cromatografico da coluna
Sepharose e 0 padrdo de peso molecular foram dissociados em tampéao contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS) a 2% e 1% de B-mercaptoetanol, aquecidas por 5
minutos a fervura (100°C), resfriadas e aplicadas no gel. O padrdo de peso

molecular foi constituido por proteinas com pesos moleculares conhecidos, sendo
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elas a fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

A producdo dos géis ocorreu em placa de vidro de 10,0 x 10,6 cm e a
corrida eletroforética ocorreu em cubas de acrilico com tampéao Tris/glicina (pH 8,3)
contendo 0,1% de SDS. A voltagem inicial foi de 100 V até o corante atingir o gel de
separagdo, em seguida houve alteracdo da corrente para 150 V, mantendo-a
constante até o final da corrida, por cerca de 3 horas.

A coloracéo do gel se deu por imerséo em solucdo Coomassie Brilliant Blue
R-250 a 0,25% em acido acético: metanol: agua destilada durante 2 horas e
descorada em solucdo de &cido acético, metanol e agua (proporcédo 1,5:1:17,5,

respectivamente).

3.3. Protocolo experimental

3.3.1. Animais e condicdes experimentais

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar, machos adultos-jovens
(Rattus norvegicus var. Albinus), com idade entre 21 e 28 dias de vida, peso médio
de 60 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Botucatu.

Durante o periodo de adaptacdo e ganho de peso até que o0s animais
atingissem o peso inicial ideal para o experimento (180 a 200 gramas), estes foram
alocados em gaiolas coletivas, no local do experimento, a temperatura controlada de

22 + 2°C, com ciclo de claro-escuro de 12 horas, recebendo racdo comercial
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Purina® e agua ad libitum, respeitando todos os protocolos estabelecidos pelo Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council, 1985).

3.3.2. Elaboracgéao das dietas experimentais

As dietas foram elaboradas conforme especificacbes do American Institute
of Nutrition - (AIN-93G) e descrito por Reeves et al. (1993). Os grupos controle e
experimental receberam a composicao da dieta indicada na Tabela 1, sendo que a
dieta do grupo experimental foi acrescida de 1% de colesterol, 0,5% de &cido célico
e substituida a fonte lipidica por 20% de 6leo de coco hidrogenado (NATH et al.

1959).

3.3.3. Protocolo experimental

Apéds o periodo de adaptacéo, os ratos foram divididos em 4 grupos (n=9)
de maneira casualisada de acordo com o peso e mantidos em gaiolas individuais.
Os grupos experimentais foram divididos em: Grupo Controle (STD) que recebeu
uma dieta purificada baseada nas recomendacdes AIN-93G para ratos; Grupo
Hipercolesterolémico (HC) que recebeu uma dieta nas mesmas condi¢bes do STD
com a incorporacéo de 20% de gordura de coco total hidrogenada, 1% de colesterol
e 0,5% de acido colico; Grupo Grao-de-bico (HC+GB) recebeu a dieta HC e foi
tratado com uma dose de 300mg/Kg/dia de peso corpéreo da fracdo 11S isolada do
grao-de-bico; Grupo Sinvastatina (HC+SVT) que foi alimentado com a dieta HC e
tratado com 50 mg/Kg/dia de peso corpéreo com o farmaco Sinvastatina comercial.

A administracdo da fracdo proteica e da droga foi realizada diariamente por
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gavagem considerando o peso corporeo dos animais durante os 28 dias do

experimento em horarios pré-determinados, respectivamente, as 9 horas e 14 horas.
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3.3.4. Crescimento ponderal, consumo alimentar e excregao fecal

O crescimento dos animais foi avaliado a cada dois dias, através de
pesagem corporal em balanga semi- analitica. A ingestdo foi determinada pela
diferenca do peso da dieta ofertada no dia anterior em relagdo as sobras. As fezes
foram coletadas, secas em estufa a temperatura de 50°C “overnight”, armazenadas

e conservadas em temperatura de -20 °C para andlises posteriores.

3.3.5. Coleta do material biolégico e analises bioquimicas séricas

Ao final do experimento e apés 12 horas de jejum, os animais foram
sacrificados por decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos contendo gel
separador SST Il (Vacutainer BD®), e em seguida centrifugado a 1900g por 15
minutos. O soro foi recolhido, armazenado sob congelamento a -20°C, para
posteriores analises bioquimicas.

Andlises de glicose, colesterol total, HDL-colesterol e triglicérideos foram
realizadas no soro, por meio de métodos enzimaticos utilizando kits enzimaticos
comerciais (LabTest, BR). A fracdo ndo-HDL-C (LDL-C + VLDL-C) foi calculada pela
diferenca entre colesterol total e o HDL-C e o indice aterogénico calculado a partir

da relacao colesterol total/ HDL.

3.3.6. Andlises do tecido hepatico

Os lipideos hepaticos total foram quantificados por método gravimétrico

proposto por Folch et al. (1957) através da extracdo com cloroférmio-metanol (2:1

v/v). O colesterol total e triglicerideos hepéticos foram extraidos conforme
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procedimento descrito por Haug & Hostmark (1987). O colesterol total e triglicerideos
foram quantificados por kits enzimaticos comerciais (LabTest, BR). O indice

hepatossomatico foi calculado pela relagéo [(peso do figado/ peso corpéreo) x 100].

3.3.7. Analise da excrecéo fecal

Os lipideos totais e colesterol total das fezes foram extraidos e quantificados
de acordo com procedimentos descritos para o 6rgdo hepéatico de acordo com
procedimento descritos por Folch et al. (1957) para lipideos totais e Haug &

Hostmark (1987) para colesterol total.

3.3.8. Andlise estatistica

Os dados dos tratamentos de cada grupo foram analisados utilizando o
software SigmaStat® 3.5 (Dundas software, Germany, 1999). Os resultados foram
analisados por meio da anélise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey, para
comparacao multipla entre os tratamentos. Todos os resultados foram expressos na
forma de média * erro padrdo (SE), sendo estabelecido um nivel de significancia P <

0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise da composicado quimica da farinha de gréao de bico

A Tabela 2 apresenta os valores referentes a composicdo quimica das

farinhas de gréo de bico integral e desengordurada utilizadas no presente trabalho.

Tabela 2. Composicao quimica determinada segundo AOAC (1998). Valores representados em média
+ desvio padrao.

Farinha de gréo de bico Farinha de grao de bico
Componente integral (%) desengordurada (%)
Umidade 8,65+0,13 11,04 £ 0,30
Proteina 20,54 + 0,68 20,61+ 0,70
Lipideos 8,03+0,19 2,25+0,14
Cinzas 3,13+£0,15 3,10 £ 0,02
Carboidrato 59,65 63,00

O processo de desengorduramento da farinha realizado antes da extracdo da
proteina ndo alterou a composicdo dos nutrientes presentes no grao de maneira
significativa, principalmente em relacdo a proteina. Sanchez- Vioque et al., (1999)
observaram que mesmo utilizando hexano para desengorduramento da farinha de
grao de bico, uma pequena parcela de lipideos (1,5%) néo foi totalmente removida,
0 que sugere que estes lipideos estejam associados as proteinas, porém nao
interfiram diretamente nos resultados.

O conteudo de proteina pode variar de acordo com a espécie, variedade,
composi¢cdo genética, maturidade do gréo, condi¢cdes climaticas, do solo e de
crescimento da planta (ROY, BOYE, SIMPSON, 2010; (SINGH, BEJIGA,
MALHOTRA, 1990; CHAVAN, KADAM, 1986). O valor médio de proteina encontrado

foi de 20,54 + 0,68 na farinha integral e de 20,61 + 0,70 na farinha desengordurada,
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semelhantes aos encontrados por Tavano et al.,, (2002, 2008); Silva, Neves,
Lourenco, (2001), Sdnchez- Vioque et al., (1998); Paredes-LApes, Ordorica-Falomir,
Olivares-Vasquez, (1991); Singh, Bejiga, Malhotra, (1990); Sotelo, Flores,
Hernandez, (1987); Chavan, Kadam (1986); Kumar e Venkataraman (1980).

Os valores encontrados para umidade, cinzas e carboidratos corroboram com
os valores encontrados por Withana-Gamage et al., (2011); Silva, Neves, Lourenco,
(2001); Sanchez- Vioque et al., (1998); ); Paredes-Lopes, Ordorica-Falomir, Olivares-
Vasquez, (1991); Chavan, Kadam, (1986).

Assim, em termos de composi¢cdo centesimal podemos inferir que o gréo
comercial utilizado nesse estudo é passivo de comparacao frente a literatura

descrita.

4.2. Determinacao do rendimento da fracdo 11S

Ao final da extracao, a fracdo 11S apresentou um rendimento de 41,68% em
relacdo a proteina total. A partir do calculo de rendimento sucessivas extracoes da

proteina 11S foram necessarias para o inicio do experimento biologico.

4.3. Perfil da cromatografia de filtracdo em gel - Sepharose CL 6B

A Figura 1 representa o perfil de eluicdo da fracdo proteica em coluna
Sepharose CL 6B. Foram observados 2 picos, sendo o primeiro eluido no Vo da
coluna e o segundo eluido a um volume de 365 mL. A determinacdo proteica pelo
método de Lowry do primeiro pico indicou uma quantidade inexpressiva de proteina.

J& o segundo pico correspondeu a totalidade da proteina aplicada na coluna, o que
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foi confirmado em seguida por eletroforese. Entendemos que a leitura da
absorbancia do primeiro pico ocorreu provavelmente pela presenca de algum

contaminante absorvido nessa faixa de espectro.
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(14
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Figura 1: Perfil cromatogréfico da 11S de grao de bico em coluna Sepharose CL 6B

Silva, Neves, Lourenco, (2001) em um estudo de caracterizagédo da globulina
principal do grdo de bico variedade IAC- Marrocos observaram o perfil
cromatografico da 11S em coluna Sepharose CL 6B, verificando a presenca de 3
picos. Ao realizar eletroforese identificou-se os picos 1 e 3 como aproteicos por nao
apresentarem bandas de proteina enquanto que o pico 2 apresentou uma unica
banda representando uma alta homogeneidade desta proteina, assim como em
nosso estudo. Sanchez- Vioque et al., (1999) observando o perfil de eluicdo de um
isolado protéico de grdo de bico em coluna Sephadex G-25, verificou o
aparecimento de um pico antes da saida da globulina 11S e sugeriu que este tenha

ocorrido devido a uma polimerizacao de proteinas durante a preparacao do isolado.
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Em um estudo de caracterizacdo de globulinas, Marcone, Kakuda, Yada
(1998) estudaram 21 espécies de plantas mono e dicotiledéneas. Ao analisar o perfil
cromatografico dessas globulinas em coluna Sephacril S-300, observou-se que
estas apresentaram um pico comum, proximo ao Vo da coluna, de peso molecular
variavel, eluido antes do pico da globulina 11S. Mesmo apresentando leitura da
absorbancia no espectro UV, este material apresentava baixo teor protéico,
presenca de acidos nucléicos e outros compostos nao identificados com altos pesos
moleculares. Estes autores sugerem ainda que este pico pode ser considerado uma
forma de identificacdo da presenca de globulinas em preparacfes protéicas, ja que

apareceu em todas as amostras estudadas.

4.4. SDS Page da fracao proteica do tipo legumina (11S)

A proteina total, globulina 11S e o pico cromatografico da coluna Sepharose

CL 6B foram submetidos a SDS e a partir do padrdo de pesos moleculares

conhecidos foi possivel verificar seus pesos moleculares aproximados.
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Figura 2. SDS Page da globulina total, globulina 11S isolada e pico cromatografico da coluna
Sepharose CL 6B. P. Padrédo, 1. Globulina total do Grao de bico 2. 11S isolada, 3. Tubo pico da 11S
cromatografada

A Figura 2 mostra as bandas correspondentes as fracdes proteicas em
eletroforese SDS na presenca de agente redutor, sendo possivel observar que a
medida que o grau de isolamento ia aumentando, mantiveram-se cinco bandas na
eletroforese, correspondendo a globulina 11S. Neste estudo ndo foi observado
diferencas significativas entre as eletroforeses na auséncia e presenca de agente
redutor.

Neves, Silva, Lourenco (2004) verificaram a presenca de cinco subunidades
principais com pesos moleculares entre 55 e 35,3 KDa em SDS na auséncia de
agente redutor e 4 bandas com pesos moleculares entre 41,2 e 18 KDa em
presenca de 2-f mercaptoetanol. Estes autores sugerem que a diferenca entre as

subunidades em condi¢cdes redutoras e nao redutoras ocorre pelo fato de que as
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subunidades com 55 e 52,2 KDa € decorrente da constituicdo destas, que sao
compostas por 2 ou mais peptideos unidos por ligacdo dissulfeto.

Kumar e Venkataraman (1980) visualizaram a presenca de cinco bandas no
isolado protéico da globulina principal (11S) do grdo de bico em SDS Page, com
pesos moleculares variando entre 23 a 98 KDa. As bandas de pesos moleculares de
23, 32 e 35 KDa podem ser consideradas como sendo caracteristicas de proteinas
de reserva, enquanto que as subunidades de 52 e 98 KDa podem representar
artefatos produzidos pela formacé&o de pontes dissulfeto entre os grupos sulfidril
resultantes da exposicdo a agentes redutores que rompem as estruturas
secundarias e terciarias destas globulinas (DERBYSHIRE; WRIGHT; BOULTER,

1976).

4.5. Dietas experimentais, peso corpdoreo, consumo alimentar e excrecao fecal

A administracdo de 300 mg/kg peso corpéreo da proteina 11S por gavagem
resultou em uma pequena adicdo (2,05%) do consumo proteico da dieta, nao
influenciando a relacao de ingesta e ganho de peso. Dessa forma, entendemos que
0os resultados alcancados podem ser considerados como 0s de um composto
funcional, assim como observado por Fassini et al. (2011) e Ferreira et al. (2011) ao
administrarem respectivamente, globulinas 11S e 7S isoladas e na mesma
proporcao em ratos hipercolesterolémicos. A Tabela 3 mostra os valores referentes

ao ganho de peso e consumo alimentar.
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N&o houve diferenca estatistica quanto ao consumo alimentar entre 0s grupos
estudados. Embora o grupo HC+SVT tenha apresentado menor ingestao, esta nao
influenciou no ganho de peso e peso final deste grupo. O grupo HC apresentou
maior ganho de peso e consequentemente maior peso final em relacdo aos outros
grupos o que demonstra a contribuicdo do acido cdlico, do colesterol e do éleo de
coco acrescentados a dieta.

O peso seco das fezes foi 10,62% maior no grupo HC do que no grupo STD,
resultado semelhante foi encontrado por Ferreira et al. (2011) que ao alimentarem
um grupo de ratos com dieta acrescida de 1% de colesterol e 0,5% de acido célico
constataram um aumento de 37,55% na excrecao fecal. Entretanto, uma excre¢ao
mais pronunciada foi verificada no grupo HC+11S, sendo 28,14% maior que no
grupo STD, 19,60% no HC e 21, 60% no HC+SVT.

Os dados de excrecao fecal embora relatados na literatura (RHO et al, 2007,
FUKUI et al., 2002; ZULET; MARTINEZ, 1995) sdo ainda inconclusivos em funcédo
da metodologia de coleta, variabilidade por conseguinte do excreta fecal ndo sendo

possivel inferir que diferencas entre fontes lipidicas interfiram neste parametro.

4.6. Peso do figado e indice hepatossomatico

Na Tabela 4, o peso do figado e o indice hepatossomatico foram
significativamente maiores nos grupos HC, HC +11S e HC + SVT assim como
reportados por Fassini et al.(2011), Ferreira et al. (2011) e Bettzieche et al. (2007), o
gue sugere a ocorréncia de uma mudanca no tecido hepatico, caracterizado por uma
alteracdo na coloracdo do 6rgdo e nas atividades enzimaticas quando este é

exposto a uma dieta hipercolesterolémica. A Figura 3 mostra a diferenca no aspecto
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e coloracdo nos 6rgdos hepéaticos dos grupos experimentais em decorréncia da

hipercolesterolemia.

Figura 3: Figado dos grupos experimentais apés 28 dias de tratamento.

Tem-se conhecimento estabelecido na literatura sobre a influéncia de
concentracbes de farmacos como um parametro toxicoldégico no tecido hepético,
porém no presente estudo pode-se observar que 0 mesmo ndo ocorre em relagcao a
proteina do alimento, o que sugere um efeito positivo da proteina.

Diaz-Zagoya et al. (1999) em um estudo de toxicidade da sinvastatina,
verificou que doses de até 62 mg/kg/peso corporal durante dez dias ndo provocou
alteracdes no peso do figado e nos niveis de lipideos totais e triglicerideos de ratos
alimentados com dieta normolipidica. Contudo, a administragdo deste medicamento,
nestas mesmas dosagens, associado a uma dieta hipercolesterolémica ocasionou
modificacdes bioquimicas e patologicas neste 6rgao.

Oms et al. (1995) analisou os efeitos de 10 mg/kg/peso corporeo de
sinvastatina em  hamsters alimentados com dietas normolipidica e
hipercolesterolémica acrescida de 0,12% de colesterol e 20% de 6leo de coco
durante doze dias e observou que em associacdo com dieta hipercolesterolémica, a
sinvastatina provocou altera¢cdes bioquimicas e morfologicas, precedidas por

anorexia e perda de peso.
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A ocorréncia de anorexia relatada por Oms et al. (1995) corrobora com Knopp
(1999) que a caracteriza como um dos sintomas associados a hepatite decorrente
do uso de estatinas. O presente estudo também observou que apesar de néao ter
influenciado diretamente no ganho de peso houve uma diminuicdo no consumo
alimentar (Tabela 3) dos animais hipercolesterolémicos tratados com sinvastatina,

indicando que a menor ingestado alimentar pode estar associada a danos hepaticos.
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4.7. Lipideos e lipoproteinas plasmaticas

O perfil lipidico plasmatico apresentado na Tabela 5 indica que os ratos do
grupo HC apresentaram uma situacao de hipercolesterolemia claramente elevada
guando comparada ao grupo STD, acompanhada de um decréscimo no HDL-C e
uma elevacao das fracbes ndo-HDL-C. Zulet e Martinez (1995) também observaram
esta situacdo quando alimentaram um grupo de ratos com dieta hipercolesterolémica
contendo 25% de gordura de 6leo de coco, 1% de colesterol e 0,5% de &cido cdlico.
Essas alteracbes caracterizam o quadro de hiperlipidemia, que estd associado a
uma baixa regulacdo nos receptores de LDL-C pelo colesterol e acidos graxos
incluidos na dieta (CHEN et al, 2008; CHARLTON-MENYS, DURRINGTON, 2007

GENEST, 2003; KNOOP, 1999; ZULET et al., 1999).
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Figura 4: Concentracdo plasmética de colesterol total dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apds 28 dias. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos
com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de hico 300
mg/kg/dia; HC+SVT = grupo sinvastatina 50 mg/kg/dia

A Figura 4 ilustra os niveis plasmaticos de colesterol total. No grupo HC foi

observado um aumento de 59,78% no colesterol total quando comparado ao STD,
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isso decorreu, pelo menos parcialmente, do acréscimo de 0,5% de &cido cdlico, 1%
de colesterol e 20% de gordura de coco total hidrogenada a dieta. Feoli et al. (2003)
e Gilani et al. (2002) verificaram em seus trabalhos que as gorduras saturadas e
insaturadas acrescentadas as dietas experimentais alteraram as concentracdes
plasmaticas de colesterol, razdo LDL-C/HDL-C e composi¢cdo de lipoproteinas,
sendo que a constituicdo de acidos graxos da gordura saturada do 6leo de coco
tiveram uma maior influéncia sobre o metabolismo lipidico em relacdo ao 6leo de
soja.

A gordura saturada do Oleo de coco possui principalmente acidos laurico,
miristico e palmitico constituidos por cadeias de 12, 14 e 16 -carbonos,
respectivamente, que afetam a resposta pos prandial das lipoproteinas, uma vez que
a absorcdo dos remanescentes de quilomicrons advindos da gordura saturada é
mais lenta, além de interferir na expressdo génica das apolipoproteinas,
ocasionando a elevacgéo do colesterol total circulante (GILANI et al, 2002; ZULET et
al, 1999).

Embora haja dados favoraveis da globulina 11S da soja em relacdo a
reducdo do colesterol plasmatico, 0 mesmo nao ocorreu com a fracdo 11S do grao
de bico. Este resultado corrobora com os encontrados por Boualga et al. (2009),
Bettzieche et al. (2008) e Shukla et al. (2007). Bettzieche et al. (2008) verificaram
gue a dieta hipercolesterolémica apresentou correlacdo positiva com os niveis de
colesterol quando comparada ao grupo controle, porém a ingestdo do concentrado
proteico de tremoco nao influenciou esta variavel. Shukla et al. (2007) sugeriu que
este fato pode ter ocorrido pela menor expressdo do receptor de LDL devido a

menor concentracdo de RNAm deste receptor.
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A reducdo de 20,38% nos niveis de colesterol total do grupo HC+SVT
(Figura 4) e de 30,72% na fracdo nao-HDL-C (Tabela 5) em comparacdo com o
grupo HC est4 associada com o mecanismo de acdo deste medicamento que regula
a expressdao de HMG-CoAr, diminuindo a formagcdo de VLDL-C no figado e

concentragéo sérica de LDL-C (DREXEL, 2009; CHEN et al., 2008).
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Figura 5: Concentracdo plasmatica de triglicerideos dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apds 28 dias. Valores representados em média + erro padrao. Resultados sobrescritos
com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).
STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300
mg/kg/dia); HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

un

Triglicerideos plasmaticos (mmol/L)

A Figura 5 mostra o perfil plasmatico dos triglicerideos. O grupo HC
apresentou um aumento de 34,25% em relagdo ao grupo STD, porém néao
apresentou diferenca significativa do grupo HC+SVT, o que pode ser justificado pelo
fato de que esta droga apesar de agir de maneira eficaz sobre o metabolismo do
colesterol, ndo atua diretamente sobre os niveis de triglicerideos. Alguns estudos

indicam que algumas estatinas podem diminuir os niveis de triglicerideos e aumentar
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0s niveis de HDL-C, porém estas alteragBes ndo sao expressivas (DREXEL, 2009;
STANCU, SIMAS, 2001; KNOPP, 1999).

O grupo HC+11S apresentou uma reducéo de 28,77% e 23,53% nos niveis de
triglicerideos quando comparado aos grupos HC e HC+SVT, respectivamente. Pode-
se observar na Figura 5, que os niveis de triglicerideos séricos dos animais tratados
com a globulina 11S do grdao de bico aproximaram-se bastante dos valores
apresentados pelo grupo STD, sugerindo que a proteina possa estar envolvida em
uma resposta positiva quanto ao metabolismo de triglicerideos independente da
alteracdo nos niveis de colesterol como € também relatado por Boualga et al. (2009)
e Shukla et al. (2007).

Os dados da Figura 5 sdo correlatos aos encontrados por Boualga et al.
(2009) em seu estudo com ratos hipercolesterolémicos alimentados com dieta
acrescida de 20% de isolado proteico de grdo de bico, em que observaram uma
diminuicdo de 46,46% nos niveis séricos de triglicerideos plasmaticos e 63,33% nos
triglicerideos presentes na composicdo do VLDL-C plasmatico. Neste mesmo
trabalho, Boualga et al. (2009) avaliaram ainda o efeito do isolado proteico da
lentilha, verificando uma diminuicdo mais acentuada do que a apresentada pelo grao
de bico, sendo de 57, 57% nos triglicerideos séricos e de 84,17% nos triglicerideos
constituintes da VLDL-C, o que poderia ser causado por uma redugéo no transporte
e sintese de VLDL-C e seus remanescentes pelo figado.

Bettzieche et al. (2008) ao ofertar 5% de concentrado proteico de tremoco a
ratos alimentados com dieta hipercolesterolémica observaram uma reducéo de 52%
na concentracdo de triglicerideos da fracdo lipoproteica VLDL-C + quilomicrons,

porém esta reducdo néo refletiu de maneira significativa nos niveis de triglicerideos
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plasmaticos. Estes autores sugeriram que a adicdo de 20% do concentrado proteico
de tremoco poderia interferir na concentragao plasmatica de triglicerideos.

Spielmann et al. (2007) ao acrescentar 20% de proteina de tremoco a dieta de
um grupo de ratos por 22 dias, verificou uma reducéo de 75,32% dos triglicerideos
plasmaticos e sugeriu que por pertencerem a mesma familia, tremogco e soja
poderiam exercer influéncia semelhante sobre o metabolismo lipidico. Shukla et al.
(2007) verificaram a diminuicdo de 48,94% no nivel de triglicerideos plasmaticos,
além da diminuicdo dos triglicerideos constituintes das lipoproteinas LDL-C, HDL-C
e VLDL-C + quilomicrons em 31,25%, 33,33% e 38,92%, respectivamente, quando
ratos recebiam isolado protéico de soja sem isoflavona como fonte proteica. Estes
autores sugerem que a diminuicdo acentuada dos niveis de triglicerideos
plasmaticos e hepaticos se deve a menor regulacdo do SREBP-1c e menor
expressao dos principais genes envolvidos na sintese de acidos graxos como a
glicose-6-fosfato desidrogenase e A-9 desaturase.

O SREBP-1c é um fator de transcricdo responsavel pela regulacédo de genes
envolvidos com a biossintese de acidos graxos e triglicerideos no figado pela
ativacao da transcricao do codigo genético de enzimas de sintese de acidos graxos.
O SREBP-1c é expresso no figado, tecido adiposo, glandula adrenal, cérebro e
musculos, sendo regulado pelas concentracfes de insulina (BETTZIECHE et
al.,2008; SPIELMANN et al., 2007; FERRE, FOUFELLE, 2007).

Knebel et al. (2012) estudaram um grupo de camundongos que apresentavam
uma maior expressao génica do SREBP-1c hepatico decorrente de uma modificacédo
genética e mostraram a influéncia da expressdo génica na sintese de novo de
lipideos e seu acumulo nos hepatécitos. Ao final do experimento, estes

camundongos apresentaram peso final, gordura visceral e peso do figado maiores
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gue os do grupo controle. O colesterol plasmético ndo foi alterado, contudo as
atividades das enzimas ALT e AST dobraram e houve um maior acumulo de lipideos
hepaticos, caracterizando um quadro de esteatose. Esses resultados evidenciaram
gque o aumento da expressdo hepatica do SREBP-1c aumentou a sintese de
enzimas lipogénicas levando a uma producdo maior de triglicerideos e seu acumulo

nos hepatécitos.
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Figura 6: Concentracdo plasmatica da lipoproteina HDL-C dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apds 28 dias. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos
com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).
STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S gréo de bico (300
mg/kg/dia); HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

A fracdo HDL-C plasmética tem sido considerada um fator de protecdo contra
o risco de doencas cardiovasculares uma vez que sua principal fungéo no organismo
€ transportar éster de colesterol dos tecidos periféricos para o figado (CHARLTON-
MENYS, DURRINGTON, 2007; GENEST, 2003; KNOOP, 1999). Fassini et al. (2011)

em um estudo com ratos hipercolesterolémicos tratados com 300 mg/kg/dia de
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glicinina (11S) isolada de soja observou um aumento de 26,8% nos niveis de HDL-C
plasmaéticos.

No presente trabalho, n&o foi verificada diferenca entre os grupos STD e
aqueles alimentados com dieta hipercolesterolémica quanto aos niveis de HDL-C,
este fato também foi observado por Bettzieche et al. (2008) ao comparar grupos de
animais normolipidémicos e hipercolesterolémicos alimentados com caseina e
proteina concentrada de tremoco. Bettzieche et al. (2008) ainda verificaram que o
tipo de proteina também néo influenciou os niveis de HDL, confirmando os dados de
Spielmann et al. (2007) que mesmo observando uma melhora no perfil lipidico em
relacdo ao consumo de proteina concentrada de tremoc¢o, os niveis de HDL-C
permaneceram inalterados.

Mesmo os resultados ndo apresentando diferenca estatistica entre si, o grupo
HC+SVT apresentou um aumento de 15,66% nos niveis de HDL-C quando
comparado ao grupo HC, corroborando com Knopp (1999) que ao caracterizar as
estatinas verificou que uma dose diaria de 40 mg de sinvastatina é capaz de

promover um aumento de aproximadamente 12% no HDL-C plasmatico.
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Figura 7: Concentracdo plasmatica da fracdo nao-HDL-C (VLDL-C + LDL-C) dos grupos
experimentais com diferentes tratamentos apos 28 dias. Valores representados em média * erro
padrdo. Resultados sobrescritos com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05). STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S =
grupo 11S gréo de bico (300 mg/kg/dia); HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

Os valores da fracdo ndo-HDL-C encontrados nos grupos HC, HC+11S e
HC+SVT sé&o maiores 82,93%, 83,50% e 75,36%, respectivamente, que no grupo
STD, concordando com os dados de Ferreira et al., (2011) e Fassini et al., (2011)
gue verificaram um aumento de aproximadamente 77% desta variavel em relacdo ao
grupo controle, indicando que a dieta oferecida influenciou neste nivel sérico.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos HC e HC+11S, o que
mostra que a proteina nao influenciou nesta fracdo. Ao contrario de varios estudos
com a soja que verificaram a diminuicdo dos niveis de colesterol total e LDL-C
plasmaticos, Shukla et al. (2007) ndo observaram uma diminuicdo significativa
nessas concentracdes, o que pode ter sido reflexo de uma reducéo na expressao do
receptor de LDL-C.

Mesmo apresentando valor de n&o-HDL-C maior que o grupo STD, a

administracdo de 50 mg/kg/dia de sinvastatina no grupo HC+ SVT, minimizou o
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efeito da dieta em 30,72% em relagdo ao grupo HC, isso decorre da capacidade do

medicamento em diminuir principalmente os niveis de LDL-C sérico.
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Figura 8: indice aterogénico dos grupos experimentais com diferentes tratamentos apés 28 dias.
Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos com letras distintas
comparadas entre colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). STD = grupo controle;
HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300 mg/kg/dia); HC+SVT =
grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia). indice aterogénico = colesterol total/HDL-C.

A Figura 8 mostra a influencia da dieta sobre o indice aterogénico uma vez
que os grupos alimentados com dieta hipercolesterolémica apresentaram indices
maiores que o grupo STD, sendo 87% maior no grupo HC, 85,56% no grupo
HC+11S e 80,96% no grupo HC+SVT. Os grupos HC e HC+11S né&o apresentaram
diferenca significativa entre si, jA que a proteina 11S ndo apresentou efeito sobre
estas variaveis como discutido anteriormente. A acdo do medicamento foi
novamente evidenciada pela reducéao de 31,68% no grupo HC+SVT em relacédo ao
grupo HC.

O célculo deste indice tem sido usado como indicador da predisposicédo a

incidéncia de doencas cardiovasculares ja que considera a razao entre as variaveis
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nao-HDL-C e HDL-C. Ferreira et al. (2012) observaram um aumento de 55,6% nos
niveis de HDL-C e consequentemente uma diminuicdo de 56,5% no indice
aterogénico deste grupo ao administrar 7S isolada de soja a ratos
hipercolesterolémicos. Resultado semelhante foi observado por Fassini et al. (2011)
gue verificaram o aumento de 26,8% nos niveis de HDL-C devido a ingestdo da
glicinina isolada da soja o que repercutiu de maneira benéfica sobre o indice

aterogénico, verificando uma diminuicdo de 42,2% em relagdo ao grupo
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Figura 9: Concentracdo de glicose plasmatica dos grupos experimentais com diferentes tratamentos
apos 28 dias. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos com letras
distintas comparadas entre colunas indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05). STD = grupo
controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300 mg/kg/dia);
HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).
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O grupo HC+SVT apresentou 0s maiores valores referente a glicose
plasmatica, ndo apresentando diferenca significativa quando comparado ao grupo

STD, porém foi maior 14,45% que o grupo HC e 16,35% que o HC+11S. Estes, por
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sua vez, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e nem em relacdo ao grupo
STD, o que sugere que a dieta, a proteina e 0o medicamento ndo exerceram
influéncia sobre os niveis de glicose plasmatica.

Yang et al., (2007) ao introduzirem 10% de farinha de gréo de bico a dieta de
ratos hipercolesterolémicos, ndo observaram diferenca significativa entre os valores
de glicose plasmatica entre os grupos controle, HC e o que recebeu grdo de bico
assim como no presente estudo. Porém, sugeriram que mesmo ndo havendo
diferenca nos niveis de glicose entre 0s grupos, o grupo que recebia grao de bico
apresentava uma melhor tolerancia a glicose e resisténcia a insulina do que o grupo
hipercolesterolémico.

Estudos em humanos (PITTAWAY et al.,, 2008; NESTEL et al.,, 2004) e
animais (YANG et al, 2007 e ZULLET et al., 1999) observaram uma melhora nos
indices de insulina e glicose plasmaticas ao incorporarem grao de bico nas dietas,
porém este efeito tem sido atribuido principalmente a presenca de fibras, ao baixo
indice glicémico e ao predominio das cadeias de amilose na constituicdo do amido

gque diminuem a hidrolise e absorcéo intestinal deste grao.
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4.8. Lipideos hepaticos
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Figura 10: Concentracdo de colesterol total hepatico dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apds 28 dias. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos
com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300

mg/kg/dia); HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

O grupo HC apresentou maior valor nos niveis de colesterol hepatico, sendo
81,22% maior que o grupo STD como representado na Figura 10. A elevacéo nestes
niveis também foi visualizada nos outros grupos alimentados com dieta
hipercolesterolémica. Contudo, a ingestdo da proteina 11S reduziu em 51,48% os
niveis de colesterol hepaticos do grupo HC+11S em relagédo ao grupo HC enquanto
gue o grupo que recebeu sinvastatina teve reducao de 11,30% quando comparado a
este mesmo grupo, mostrando que seu efeito mais representativo ocorre nos niveis
plasméticos.

Shukla et al. (2007) ao alimentarem ratos com dieta acrescida de 0,5% de
colesterol e tendo o isolado protéico de soja sem isoflavona como fonte protéica

observaram a reducédo dos niveis de colesterol e triglicerideos hepéticos, o que
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possivelmente decorre da menor concentracao relativa de RNAm nos SREBP-1,
SREBP-2 e genes envolvidos com a sintese e absor¢cdo de colesterol e
triglicerideos.

Boualga et al. (2009) verificou uma reducgéo de 31,28% do colesterol hepatico
em ratos hipercolesterolémicos que receberam proteina isolada de grdo de bico,
seguida por um aumento de 1,2 vezes na atividade da enzima lipase hepética. Os
niveis de RNAm e atividade desta enzima sdo inversamente proporcionais ao
conteudo de colesterol hepatico, o que influencia também nos niveis de triglicerideos
hepaticos ja que sua atividade catalitica contribui para a hidrolise de fosfolipideos,

triglicerideos constituintes de remanescentes de VLDL, LDL e HDL.
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Figura 11: Concentracdo de triglicerideos hepaticos dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apds 28 dias. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos
com letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenga estatistica significativa (p<0,05).
STD = grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300
mg/kg/dia); HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

O grupo HC apresentou uma concentragdo de triglicerideos hepaticos

40,24% maior do que o grupo STD, porém seus valores foram estatisticamente
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iguais aos do grupo HC+SVT. No grupo HC+11S foi observado uma reducédo de
82,70% em relagcao ao grupo HC e de 81,60% quanto ao grupo HC+SVT.

Spielmann et al. (2007) observaram uma reducao de 31,78% nos niveis de
triglicerideos hepéticos de ratos que receberam concentrado proteico de tremoco e
sugeriram que esta reducdo é resultante, pelo menos parcialmente, da menor
concentracdo da enzima acido graxo sintase (FAS) no figado, levando a uma menor
expressdo do SREBP-1c no tecido hepatico destes animais e consequentemente a
uma reducédo nas concentracdes séricas e hepaticas dos triglicerideos.

Bettzieche et al. (2008) observaram uma diminuicdo de 45,22% nos niveis de
triglicerideos hepéticos de ratos hipercolesterolémicos alimentados com concentrado
proteico de tremoco. Este fato pode ser decorrente da diminuicdo da expressao dos
genes regulados por SREBP-1c como a glicose-6-fosfato desidrogenase, acido
graxo sintase, estearoil- CoA dessaturase-1 e acil-CoA: glicerol-3-fosfato
aciltransferase, ocasionando uma diminuicdo da lipogénese via SREBP-1c. Outro
mecanismo que pode estar envolvido no efeito hipotrigliceridémico da proteina de
tremoco € o aumento da hidrélise dos triglicerideos devido a regulacdo da
codificacdo do RNAm para lipase lipoproteica, lipase hepatica e apolipoproteina A5.
Embora o mecanismo utilizado pela proteina para aumentar os niveis do RNAmM
desses genes ndo sejam conhecidos, provavelmente o aumento da regulacdo da
apo A5 foi causado pela menor regulacdo do SREBP-1c.

Boualga et al. (2009) verificaram uma diminuicdo de 31,18% nos valores dos
triglicerideos hepaticos de ratos hipercolesterolémicos alimentados com isolado
proteico de grao de bico, sugerindo que esta reducdo possa ser causada por uma
alteracdo na transcricdo do RNAm dos genes hepaticos envolvidos com a sintese de

novo dos &cidos graxos e também com os genes associados com a hidrélise de
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triglicerideos assim como relatado por Bettzieche et al. (2008) e Spielmann et al.

(2007).

4.9. Lipideos fecais
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Figura 12: Lipideos totais extraidos das fezes dos grupos com diferentes tratamentos nos 5 dias finais
de experimento. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos com letras
distintas comparadas entre colunas indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05). STD = grupo
controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC+11S = grupo 11S grdo de bico (300 mg/kg/dia);
HC+SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

Em geral, os grupos alimentados com dieta hipercolesterolémica
apresentaram maior excrecdo fecal de lipideos totais que o STD. Contudo, os
grupos que receberam a globulina 11S e 0 medicamento como tratamento tiveram
maior excrecao em relacao ao grupo HC, 30,81% e 9,45% respectivamente. O grupo
HC+11S ainda apresentou excre¢ao 72,42% maior que o grupo STD e 23,59% que o
HC+SVT.

Farvin, Surendraraj, Anandan (2009) verificaram que a administracdo de 20

mg de sinvastatina por 45 dias ndo promoveu alteracdo na excrecdo fecal de
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lipideos totais e colesterol quando comparado ao grupo controle que recebeu dieta
com adicdo de 2% de oleo de coco, sugerindo que este ndo seja 0 mecanismo

utilizado para eliminagéo destes.
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Figura 13: Colesterol total das fezes dos grupos com diferentes tratamentos nos 5 dias finais de
experimento. Valores representados em média + erro padrdo. Resultados sobrescritos com letras
distintas comparadas entre colunas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05). STD = padrao;
HC = hipercolesterolémico; HC+11S = legumina 300 mg/kg/dia; HC+SVT = sinvastatina 50 mg/kg/dia.

Assim como nos lipideos totais, o0s grupos hipercolesterolémicos
apresentaram maior excrecdo que o STD, sendo a excrecdo do HC maior em
91,93%, 86% no grupo HC+11S e 92,51% no HC+SVT. A sinvastatina apresentou
maior excrecao de colesterol total, sendo maior 7,15% em relacdo ao HC e 46,49%
que o HC+11S. Contudo, Sudhop et al. (2009) observaram que a administracéo de
20 mg de sinvastatina em homens com hipercolesterolemia moderada néao
ocasionou uma maior excrecdo fecal de colesterol, apesar da diminuicdo de 26,4%

do colesterol plasmatico.
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Rho et al. (2007) verificaram uma redugéo de 25,27% nos niveis séricos de
colesterol total em ratos alimentados com 10% de hidrolisado de soja, seguida pelo
aumento de 14% na excregao de colesterol total. Esse mecanismo reflete umas das
possiveis acdes da soja sobre o metabolismo lipidico, na qual se baseia na ativacao
dos receptores de LDL, diminuindo a concentracdo plasmética do colesterol e
aumentando a excrecao de acidos biliares. Porém é ainda inconclusivo o mecanismo

pelo qual se d& a eliminacgéo de colesterol promovida pela 11S do gréao de bico.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da caracterizagao da globulina 11S do grao de
bico demonstraram a eficiéncia do isolamento, produzindo um rendimento de
41,68% da fracdo legumina em relacao a globulina total.

A dieta hipercolesterolémica provocou um acumulo de lipideos nos figados
dos ratos alimentados por esta dieta, caracterizado pela coloragdo amarelada e um
aumento do tamanho do 6rgdo. Contudo, os danos hepaticos mais pronunciados
ocorreram no grupo HC+SVT, o que sugere que apesar de reduzir o colesterol
plasmatico certamente hd um depdsito deste no figado, causando modificacdes
bioquimicas e morfoldgicas.

A fracdo 11S do gréo de bico ndo alterou os niveis plasmaticos de colesterol
total, porém esta apresentou uma maior acdo sobre o colesterol total hepatico que
apresentou uma reducdo de 51,48% além de um efeito hipotrigliceridémico no
plasma e no tecido hepatico de respectivamente, 28,77% e 82,70%, certamente
devido a regulacdo dos niveis do fator de transcricAio SREBP-1c envolvido na
sintese de acidos graxos e triglicerideos. Este resultado demonstra que apesar da
existéncia de uma homologia estrutural entre as globulinas 11S, estas agem de

maneira diferente sobre o metabolismo lipidico.
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EFEITO POTENCIAL DA FRACAO PROTEICA 11S DO GRAO DE BICO (Cicer
arietinum L.) NA HIPERLIPIDEMIA: ESTUDO EM MODELO ANIMAL

RESUMO: Estudos da literatura indicam que globulinas 11S de leguminosas
apresentam uma grande homologia sequencial e estrutural. A glicinina (11S) da soja
possui atividade hipocolesterolémica em experimentos in vitro and in vivo e algumas
evidéncias mostram que a ingestdo do grdo de bico além de estar relacionada a
melhoria do perfil lipidico também esta associada ao controle glicémico. Assim, este
trabalho avaliou a acdo da globulina 11S isolada do grdo de bico em ratos
submetidos a dieta hipercolesterolémica a fim de verificar se as semelhancas
estruturais e quimicas das globulinas 11S também teriam efeito correlato quanto a
acdo no metabolismo lipidico. Os animais foram sacrificados ap6s 28 dias de
tratamento, sendo feita a coleta de sangue e tecido hepatico para andlise do perfil
lipidico. A 11S do gré@o de bico n&o influenciou os niveis de colesterol total e HDL-C
plasmatico, porém teve efeito hipotrigliceridémico no plasma e no figado,
demonstrando que apesar das 11S apresentarem semelhangas estruturais, estas

agem de maneira diferente sobre o metabolismo lipidico.

PALAVRAS CHAVE: grao de bico, legumina, dieta hipercolesterolémica, perfil

lipidico.

INTRODUCAO

O gréo de bico ocupa o terceiro lugar na producdo mundial de leguminosas e
0 aumento da sua producdo nos ultimos anos esta associado ao seu custo ser
relativamente baixo, por apresentar teor proteico consideravel, boa digestibilidade e

pequenas quantidades de fatores antinutricionais, favorecendo o emprego de suas



propriedades funcionais na industria de alimentos (ROY; BOYE; SIMPSON, 2010;
CHANG et al., 2009; EMAMI, TABIL, 2002; WANG et al., 2010). Na sua composicao,
0 conteludo de carboidratos (50-70%) se apresenta principalmente na forma de
amido constituido de cadeias lineares de amilose o que influencia as concentragdes
adequadas de glicose e insulina pés-prandial (NESTEL et al., 2004; ZULET et al.,
1999). O predominio de &cidos graxos insaturados, fibras solGveis e insoluveis
constituintes deste grdo também contribuem no controle glicémico e melhoria do
perfil lipidico (BOUALGA et al., 2009; PITTWAY et al., 2008; NESTEL et al., 2004;
ZULET et al., 1999).

A fracdo proteica majoritaria dessa leguminosa € a globulina, seguida das
fracbes de albumina, glutelina e prolamina (TAVANO et al., 2008; LIU, 2007; SILVA
et al 2001). Dentre as globulinas, a legumina (11S) é a fracao principal semelhante
ao que ocorre nos graos da soja. Marcone et al. (1998; 1999) tém destacado que as
globulinas 11S de mono e dicotiledéneas possuem composicdo de subunidades,
peso molecular e conformacao interna semelhantes como resultado de um possivel
gene ancestral comum.

Dentre os estudos na area dos compostos funcionais presentes nas
leguminosas destaca-se o possivel papel das globulinas 11S no metabolismo lipidico
particularmente em quadros de hipercolesterolemia/hiperlipidemia evidenciado por
inUmeros estudos in vivo e in vitro (FASSINI et al. 2011; PAK et al., 2005; LOVATI,
MANZONI, CORSINI, 1992) que demonstram a participacdo da proteina no
abaixamento do colesterol plasmatico e aumento da fragdo HDL-C. Por outro lado, é
reconhecido o papel das estatinas como farmacos amplamente utilizados nos
quadros hipercolesterolémicos embora com reflexos no metabolismo hepatico. Com

isso, demonstrar os efeitos dessas proteinas no metabolismo lipidico abriria



perspectivas positivas na area de compostos funcionais, principalmente nos quadros
de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia e suas consequéncias.

Em vista ao exposto, este trabalho avaliou o efeito da globulina 11S do gréo
de bico nas concentracdes séricas e hepaticas de colesterol total e triglicerideos e
nas fracbes HDL-c e ndo-HDL-c em animais hipercolesterolémicos a fim de verificar
se as semelhancas estruturais e quimicas das globulinas 11S também teriam efeito
correlato quanto a acdo no metabolismo lipidico. Para isso, o tratamento
farmacolégico com estatina foi utilizado, a semelhanca da proteina, para

comparacao guanto a possivel acao similar.

METODOS

Isolamento da fracdo 11S do gréo-de-bico

A fracdo 11S foi obtida a partir da farinha desengordurada do gréo, conforme
Kumar & Venkataraman (1980), acompanhada de determinacdo proteica pelo
método de Lowry et al. (1951) nas etapas de obtencdo. Apés extracdo, o material foi
submetido a coluna de cromatografia em gel Sepharose CL-6B e caracterizacéo

eletroforética por SDS-PAGE como descrito por Laemmli (1970).

Composicéo da dieta experimental

As dietas dos grupos experimentais foram elaboradas segundo a AIN-93G
(REEVES et al.,, 1993). Para induzir a hipercolesterolemia foi acrescido 1% de
colesterol, 0,5% de éacido cdlico e 20% de 6leo de coco hidrogenado como fonte

lipidica.



Ensaio Experimental

Ratos machos adultos (Rattus norvegicus var.albinus) da linhagem Wistar
foram mantidos em gaiolas individuais em condi¢Ges controladas de temperatura,
umidade e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os grupos (n=9) assim designados:
Controle- STD (Proteina padrdao Caseina), Hipercolesterolémico- HC (com
modificacdo da fonte lipidica da dieta padrdo), Grupo Grao de Bico- HC+GB (dieta
hipercolesterolémica e 300 mg/Kg de peso/dia da fracdo protéica 11S isolada) e
Grupo Sinvastatina- HC+SVT (dieta hipercolesterolémica e 50 mg/kg de peso /dia da
estatina comercial) foram tratados por 28 dias, recebendo os tratamentos com a
proteina e o medicamento por gavagem e a pesagem corporal avaliada em
intervalos de dois dias.

Ao final do experimento e apds jejum de 12 horas, os animais foram
sacrificados e a coleta de sangue realizada para as analises de colesterol total, HDL-
C e triglicerideos por kits enzimaticos comerciais (Labtest, BR). A fracdo ndo HDL-C
(LDL-C + VLDL-C) foi calculada pela diferenca entre o colesterol total e o HDL-C. Os
figados dos animais foram pesados, lavados em solucdo salina e congelados a -
20°C para posteriores analises. A extracdo de lipideos totais e colesterol hepéatico
foram realizados conforme procedimento descrito por Folch et al. (1957) e Haug e
Hostmark (1987), respectivamente, e em seguida procedeu-se a quantificacdo do
colesterol total através de kits enzimaticos (Labtest, BR). O indice hepato-somatico

foi calculado pela relacéo (peso do figado/peso corporeo) x 100.

Analise estatistica



Utilizou-se a andlise da variancia (ANOVA) e o teste de Student-Newman-
Keuls (SNK), para comparacdo multipla entre os tratamentos, estabelecendo p<0,05

como nivel de significancia.

RESULTADOS

A Tabela 1 indica o ganho de peso e o consumo alimentar dos grupos
estudados. N&o houve diferenga no consumo alimentar entre os grupos, com
excecdo do grupo HC+SVT que apresentou menor ingestdo, porém esta néo

influenciou o ganho de peso e peso final deste grupo.

Tabela 1: Peso corporal, ganho de peso, consumo alimentar e excreg&o dos grupos experimentais.

Dieta
Dieta Padrao Hipercolesterolémica
STD HC HC+11S HC+SVT
Peso inicial (g/rato) 184,30+3,73 183,80+ 3,87 177,99 + 4,02 182,1 + 3,62

Peso final (g/rato) 351,00 + 3,48%® 372,50+ 6,32° 330,13 + 10,15" 327,87 +6,9°
Ganho de peso

(g/rato/dia) 588+ 0,08° 6,79 £0,23° 5,43 + 0,28° 5,26 +0,19"
Consumo alimentar
(g/rato/dia) 18,92+ 0,31° 18,19+ 0,47° 19,52 + 0,46° 15,66 +0,45°
Excrecéo fecal
(g/rato/dia) 1,43+ 0,04° 1,60+ 0,04° 1,99 + 0,04 1,56 +0,05™

Valores representados em média + erro padrdo. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha
indicam diferenca estatistica (p< 0,05). STD= grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC +
11S = grupo 11S gréo de bico (300 mg/kg/dia); HC + SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

O grupo HC apresentou os maiores valores de peso final e ganho de peso. O

peso do figado e o indice hepatossomatico (Tabela 2) também foram

significativamente maiores nos grupos HC, HC +11S e HC + SVT, decorrente da



contribuicdo do acido cdlico, do colesterol e do 6leo de coco acrescentados a dieta

hipercolesterolemica/hiperlipidemica.

Tabela 2: Peso do figado e indice hepatossomatico dos grupos experimentais.

Dieta
Dieta Padrao Hiperlipidémica
STD HC HC+11S HC+SVT
Peso do figado (g/rato) 11,41+ 0,32° 19,72+ 0,72° 18,64 +0,91° 18,49 +0,41°
indice hepatossomatico 3,2+ 0,08° 5,51+ 0,10° 5,63 +0,11° 5,43 +0,18°

Valores representados em média + erro padrdo. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha
indicam diferenca estatistica (p< 0,05). STD= grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC +
11S = grupo 11S gréo de bico (300 mg/kg/dia); HC + SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia). indice
hepatossomético = (peso do figado/peso corpéreo) x 100.

O perfil lipidico plasmatico apresentado na Tabela 3 indica que os ratos do
grupo HC apresentaram uma situacao de hipercolesterolemia claramente elevada
guando comparada ao grupo STD, acompanhada de um decréscimo no HDL e uma
elevacédo das fracbes ndo-HDL-C. Os resultados de colesterol e HDL-C plasmaticos
observados no grupo HC+11S mostram que a fracdo 11S do grdo de bico parece
nao ter influéncia sobre estes niveis. Por outro lado, os resultados dos niveis de
triglicerideos plasmaticos indicaram uma reducdo de 28,77% no grupo HC+11S em
relacdo ao grupo HC e de apenas 7 % no grupo HC+SVT, sugerindo que a fracéo
proteica pode estar envolvida na resposta positiva quanto aos triglicerideos
semelhante a que apresentou o grupo STD. Nos niveis hepaticos, a fracdo 11S do
grdo de bico também ocasionou uma reducédo de triglicerideos em 82,70% e de
colesterol em 51,8% em relacdo ao grupo HC enquanto apenas 6% e 11,3% de
reducdo foram observados para o grupo HC+SVT em relacdo ao HC,

respectivamente.



Tabela 3: Perfil lipidico plasmatico e hepatico referente aos diferentes tratamentos.

Dieta Padrao Dieta Hipercolesterolémica
STD HC 11S SVT

Plasma (mmol/L)

Colesterol total 1,46 0,05b 3,63 +0,09° 3,79 +0,15° 2,89 +0,18°
HDL-C 0,96 +0,04° 0,70 +0,03° 0,68 +0,11° 0,83 +0,09°
nao-HDL-C 05+ 0,06b 2,93 +0,09° 3,03 +0,18° 2,03 +0,25°
Triacilglicerideos 0,48 £+0,02° 0,73%0,01° 0,52 £0,07° 0,68 + 0,06
Figado (1umol/g)

Colesterol total 4,39 0,20d 23,37 £0,91° 11,34 +0,28° 20,73 0,38ID
Triglicerideos 45,82 +2,76° 76,65+ 2,94° 13,27 +0,79° 72,1 +1,53°

Valores representados em média + erro padrdo. Diferentes letras sobrescritas na mesma linha
indicam diferenca estatistica (p< 0,05). STD= grupo controle; HC = grupo hipercolesterolémico; HC +
11S = grupo 11S grao de bico (300 mg/kg/dia); HC + SVT = grupo sinvastatina (50 mg/kg/dia).

DISCUSSAO

A administracdo da proteina 11S por gavagem resultou em uma pequena
adicao (2,05%) do consumo proteico da dieta ndo influenciando a relacéo de ingesta
e ganho de peso, o0 que nos permitiu avaliar o seu papel como composto funcional.

O maior peso do figado e indice hepatossomatico nos grupos HC, HC +11S e
HC+SVT, sugerem a alteracdo observada na coloracdo do tecido hepético e nas
atividades enziméticas do érgado quando exposto a uma dieta hipercolesterolémica,
conforme dados reportados por Fassini et al.(2011), Ferreira et al. (2011) e
Bettzieche et al. (2008). A ingestao da proteina ndo causou nenhum prejuizo ao
orgdo, contudo os danos toxicoldégicos mais pronunciados ocorreram no grupo

HC+SVT caracterizados pelo aspecto descolorido do figado e esteatose (dados nédo



mostrados), o que sugere que apesar de reduzir o colesterol plasmatico certamente
h& um depdsito deste no figado, causando modificacdes bioquimicas e morfologicas.

As alteragcfes dos niveis plasmaticos nos grupos HC caracterizaram o quadro
de hiperlipidemia, associado com uma baixa regulacédo nos receptores de LDL-C
pelo colesterol e acidos graxos incluidos na dieta (CHEN et al, 2008; CHARLTON-
MENYS, DURRINGTON, 2007 GENEST, 2003; KNOOP, 1999; ZULET et al., 1999).
Na dieta hiperlipidica, pode-se constatar que a composi¢ao do 6leo de coco e seus
acidos graxos saturados principalmente miristico, laurico e palmitico possivelmente
afetam a resposta pés prandial das lipoproteinas e a expressdo génica das
apolipoproteinas o que poderia explicar a elevacdo do colesterol total plasméatico
(GILANI et al, 2002; ZULET et al, 1999).

Embora a resposta hipocolesterolémcia sérica ndo tenha ocorrido, como era
esperado, houve uma reducdo dos triglicerideos plasméaticos no grupo HC+11S
como é também relatado por Boualga et al. (2009) e Bettzieche et al. (2008).
Boualga et al. (2009), em seu estudo com isolados proteicos de grdo de bico e
lentilha e Bettzieche et al. (2008) ao trabalhar com proteina concentrada de tremoco
sugeriram que o efeito proteico na reducdo seérica de triglicerideos pode estar
relacionado com uma alteracdo na transcricdo génica do RNAm no tecido hepatico
envolvida com a sintese de novo de acidos graxos e com genes associados com a
hidrélise de trigliderideos. A hipotrigliceridemia a nivel plasmatico também poderia
estar associada ao aumento da hidrolise dos triglicerideos pela lipase lipoproteica ou
pela diminuicdo de sintese da fracdo VLDL-C (BOUALGA et al., 2009).

A reducao do colesterol hepatico no grupo HC+11S também foi constatado
por Shukla et al. (2007) quando compararam os efeitos da proteina 11S da soja no

quadro hipercolesterolémico. Outras evidéncias foram demonstradas por Boualga et



al. (2009) que verificaram uma maior atividade da lipase hepética nos grupos que
receberam proteina de gréo de bico e lentilha, o que pode justificar a reducdo dos
niveis de colesterol no figado. Este fato é sustentado pelos resultados obtidos por
Bettzieche et al. (2008) e Spielmann et al. (2007) que mostraram que a proteina de
tremoco reduziu a sintese de acidos graxos pela inibicdo da expressdo do SREBP-
1c que regula a ativacao da transcricdo génica de enzimas envolvidas na sintese de
acidos graxos.

A reducédo de 82,70% nos niveis hepéaticos de triglicerideos do grupo HC+11S
em relacdo ao grupo HC também foi citada por Boualga et al. (2009), Bettzieche et
al. (2008), Spielmann et al. (2007) e Shukla et al. (2007). Os mecanismos envolvidos
nesta acado certamente estariam relacionados a diminuicdo da expressdo dos genes
regulados por SREBP-1c ou ainda pelo aumento da hidrolise dos triglicerideos pela
regulacdo da codificacdo do RNAm para lipase lipoproteica, lipase hepética e

apolipoproteina Ab.

CONCLUSAO

A fracdo 11S do grédo de bico nado alterou os niveis plasmaticos de colesterol
total e HDL-C, porém influenciou o colesterol hepatico ao contrario do que foi
visualizado no grupo HC+SVT que mesmo reduzindo consideravelmente os niveis
de colesterol plasmatico ndo o alterou a nivel hepatico.

A reducdo nas concentracbes de triglicerideos plasmaticos e hepéaticos
mostrou o efeito hipotrigliceridémico da fracdo 11S do grdo de bico, sugerindo que
maiores evidéncias na inibicdo génica e/ou regulacdo do SREBP-1c devem ser

investigadas. Estes dados demonstram que apesar da existéncia de uma homologia



estrutural entre as globulinas 11S, estas agem de maneira diferente sobre o

metabolismo lipidico.

ABSTRACT

Studies in the literature indicate that 11S globulins of legumes present a great
sequence and structural homology. The glycinin (11S) of soybean has
hypocholesterolemic activity in experiments in vitro and in vivo and some evidence
shows that intake of chickpeas in addition to be related to improved lipid profile is
also associated with glycemic control. Thus, this study evaluated the action of the
11S globulin isolated from chickpeas in rats subjected to a hypercholesterolemic diet
in order to verify that the structural and chemical similarities of 11S globulins also
have correlative effect on the action on lipid metabolism. The animals were sacrificed
after 28 days of treatment, being made to collect blood and liver tissue for lipid profile
analysis. The 11S of chickpeas did not influence the levels of plasma total cholesterol
and HDL, but had hypotriglyceridemic effect in plasma and liver, demonstrating that

despite the 11S present structural similarities, they act differently on lipid metabolism.

KEYWORDS: chickpeas, legumin, hypercholesterolemic diet, lipid profile.
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