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Resumo

Introducao: A soja e outras leguminosas sao consideradas alimentos
funcionais por apresentarem propriedades hipocolesterolemizantes. Esta
propriedade, porém, ainda nao foi elucidada para o tremogo e seus isolados
protéicos. Um possivel componente deste grao responsavel pelo efeito redutor
de colesterol é sua proteina. Objetivo: Produzir isolado protéico de tremoco e
verificar a influéncia do grao integral e de seus isolados protéicos no
metabolismo do colesterol de hamsters hipercolesterolemizados pela dieta.
Métodos: O isolado protéico (IP) de tremogo foi produzido por precipitacao
isoelétrica, utilizando-se pH 10,0 para solubilizacdo da proteina e pH 5,0 para
sua precipitacao, obtendo-se um isolado protéico de 92,41% de proteina. O IP
e a farinha de tremoco integral (FI) foram usados como fonte protéica em dietas
experimentais para hamsters que tiveram hipercolesterolemia induzida por
dieta contendo 13,5% de gordura saturada e 0,1% de colesterol, por 21 dias.
Os animais foram divididos em 3 grupos, recebendo cada grupo dieta com 20%
de caseina (controle), dieta com 20% de proteina respectiva do IP e dieta com
20% de proteina respectiva da farinha integral de tremocgo (Fl), por 28 dias.
Resultados: Comparando-se a dieta controle (HC), as dietas IP e Fl
provocaram reducdes significativas no colesterol total (15,3 e 16,88%,
respectivamente) e colesterol ndo-HDL (28,6 e 43,41%, respectivamente).
Analises histologicas do figado foram realizadas e observou-se que o IP e o Fli
apresentaram efeito hepatoprotetor comparado a HC, que apresentou
esteatose difusa e intensa (nivel 4+), enquanto que os grupos tremoco integral
e isolado protéico apresentaram esteatose focal (nivel 1). Alguns possiveis
mecanismos envolvidos para o efeito benéfico no metabolismo lipidico foram
investigados. A excregao de colesterol fecal foi inversamente proporcional aos
niveis plasmaticos do colesterol dos animais submetidos as diferentes dietas.
Os animais com a dieta Fl apresentaram maior excrecao de acidos biliares e
colesterol nas fezes, valores estatisticamente diferentes aos dos animais da
dieta com caseina. Conclusoes: O tremoco e seu isolado protéico reduziu os
niveis de colesterol total e colesterol ndo-HDL, e proporcionaram efeito



hepatoprotetor. A excrecdo de acidos biliares e colesterol nas fezes ndo estao
relacionados com a reducdo do colesterol provocado pelo IP. O mecanismo
envolvido na redugdo do colesterol nesse experimento ainda nao esta
totalmente elucidado, sugerindo que a proteina isolada do tremoco atue na

sintese enzimatica de colesterol.

Palavras-chave: tremoco, isolado protéico, esteatose, metabolismo lipidico,

alimento funcional.



Abstract

Introduction: Soya and other legume seeds are considered functional food
because of their hypocholesterolemic properties. However this property was still
not elucidated for lupine and its protein isolates. A possible component of this
grain responsible for the redactor effect of cholesterol is its protein. Objective:
Produce lupine isolate and verify the influence of the whole grain and its protein
isolate on cholesterol metabolism in diet hipercholesterolemized. Methods: The
lupin protein isolate (Pl) was produced by isoelectric precipitation, using pH
10.0 for solubilization of the protein and pH 5.0 to its precipitation, obtaining a
protein isolate of 92.41% of protein. The Pl and lupine flour whole (FW) were
used as source of protein in experimental diets for hamsters that had
hipercholesterolemia induced by a 21 days diet containing 13.5% of saturated
fat and 0.1% of cholesterol. The animals were divided into 3 groups, receiving
each group a 28 days diet with 20% of casein (Control), diet with 20% of protein
of protein isolate of lupine (Pl) and diet with 20% of protein from lupine whole
flour (WF). Results: Comparing the control diet (HC), the diets Pl and WF
caused significant reductions in total cholesterol (15.3 and 16.88%,
respectively) and cholesterol not-HDL (28.6 and 43.41%, respectively).
Histological analysis of liver were accomplished and noticed that the Pl and the
WF presented hepatoprotector effect compared to HC, which presented diffuse
and intense steatosis (level 4+), while the groups whole lupine and protein
isolate, presented focal steatosis (level 1). Some possible mechanisms for the
beneficial effects in lipid metabolism were investigated. The excretion of fecal
cholesterol was inversely proportional to the plasmatic levels of the animals
cholesterol submitted to the different diets. The animals with the WF diet
presented a bili acids and cholesterol larger excretion in the feces, statistically
different from those of animals with casein diet. Conclusions: Lupine and its
protein isolate reduced the total cholesterol and not-HDL cholesterol levels, and
provide hepatoprotector effect. The bile acids and cholesterol excretion in feces
are not related to the cholesterol reduction caused by PIl. The mechanism



involved in the cholesterol reduction in this experiment is not yet totally
elucidated, suggesting that the lupine isolate protein act in the enzymatic

synthesis of cholesterol.

Words-key: Lupine, protein isolate, steatosis, lipid metabolism, functional food.
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Introducéao

1 INTRODUCAO

No Brasil, na década de 30, as doencas infecciosas e parasitarias
correspondiam, proporcionalmente, a 46% da mortalidade geral, enquanto que
as cardiovasculares a 12%. Entretanto, dados de 2001 mostram uma nitida
reversdo desses dados: enquanto as infecciosas e parasitarias respondem por
5% de todas as causas de morte, as doencas cardiovasculares ascenderam a
31% (BARBOSA, 2003).

Atualmente a hipercolesterolemia e implicagbes de doencas
cardiovasculares, como a aterosclerose, sdo 0s maiores problemas
enfrentados na saude publica e merecem muita atencao, sendo a intervengao
dietética um procedimento muito importante de prevencdo e até mesmo de
tratamento desse estado clinico (KERCKHOFFS et al., 2002; JOHNSON et al.,
2006).

As doencas cardiovasculares tornaram-se uma das principais causas de
morte, em consequéncia, entre outros fatores, das profundas transformacgdes
no abastecimento de alimentos e padrdo alimentar, com o rapido aumento da
producdo e consumo das gorduras saturadas, que tornou as dietas mais
caléricas, bem como a redugéo na atividade fisica cotidiana (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1982).

A ingestdao de uma dieta desequilibrada pode ter um impacto superior a
30% no desenvolvimento das doencas cardiovasculares, 35% no
desenvolvimento de cancer e 50% no desenvolvimento da obesidade (HOLM,

2003).
20



Introducéao

A associacao entre o consumo alimentar e beneficios terapéuticos em
certas doencas crbnicas nao € recente. Este principio tem recebido atualmente
uma atencdo renovada e o interesse dos consumidores no papel dos
denominados alimentos funcionais tem crescido exponencialmente. Todos os
alimentos podem ser considerados funcionais por proporcionarem sabor,
aroma ou valor nutritivo, no entanto, o conceito de alimentos funcionais foi
criado no Japao nos anos 80 (HASLER, 2002), e tem sido aplicado durante a
ultima década aos alimentos que apresentem componentes bioativos benéficos
para a saude em sua composicao (THOMAS; EARL, 1994).

Estudos epidemiol6gicos e ensaios em humanos, em animais e in vitro
indicam que dietas baseadas no consumo de vegetais podem reduzir o risco de
doencas cronicas (CRAIG, 1997; ANDERSON; MAJOR, 2002; JONES, 2002;
FROTA et al., 2008), particularmente de doencas cardiovasculares. Esta acao
€ exercida por substancias quimicas biologicamente ativas, como o0s
fitoquimicos, porém, varios outros nutrientes que compde a leguminosa, como
Oleo, proteina, fibra, fitoesterdis e saponinas, também sdo apontadas como
responsaveis por exercer esse efeito (POTTER, 1995; DURANTI; GIIUS, 1997;
DURANTI, 2006; SIRTORI et al., 2009; ROY et al., 2010).

Dentre as leguminosas a soja € a que mais recebe estudos relacionando
seu consumo com o efeito de reduzir o colesterol total sérico e o LDL-C, que
sdo o0s principais fatores de risco para as doengas cardiovasculares
(ANDERSON et al., 1995; FUKUI et al., 2004; REYNOLDS et al., 2006).

Recentemente, varias outras leguminosas, como a ervilha, lentilha, grao

de bico, feijbes e o tremocgo, tem recebido bastante atencdo pelo grande
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potencial despertado na prevencao de desordens lipidicas (SIRTORI et al.,
2004; DURANTI, 2006; SMITH et al., 2006). Esses estudos sugerem varios
componentes presentes nas leguminosas que justificam tal efeito, como as
fibras, agindo por complexacao e as proteinas presentes nessas leguminosas
(DURANTI, 2006).

As proteinas das leguminosas, além de serem componentes energéticos
e construtivos (aminoacidos), também podem ser precursoras de peptideos
biologicamente ativos com varias fungoes fisiolégicas (DURANTI, 2006). Dentre
as leguminosas, o tremogo é a que possui maior conteldo protéico em sua
composicao (MARTI'NEZ-VILLALUENGA et al., 2006).

Com base nas evidéncias levantadas da literatura ligando o tremoco a
propriedades hipocolesterolémicas e dada a semelhanga das caracteristicas
estruturais de sua proteina com as proteinas da soja (ja reconhecida como um
componente nutracéutico), justifica-se o estudo do efeito hipocolesterolémico
da farinha integral e do isolado protéico de tremoco (Lupinus albus), utilizando
hamsters como modelo experimental, a fim de evidenciar se a proteina

presente no tremocgo causa o efeito funcional ao organismo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do metabolismo lipidico

Os lipideos estdo envolvidos no abastecimento e no armazenamento de
energia, sdo precursores da sintese de hormdnios, componentes da bile e da
membrana celular. Aproximadamente 98 % da gordura dos alimentos se
encontram na forma de triglicerideos, formados por uma molécula de glicerol,
esterificada a trés acidos graxos, denominados saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados e trans (LOTTENBERG, 2009).

A dieta nos paises ocidentais fornece de 30 a 40 % das calorias na
forma de gordura e aproximadamente 300 mg de colesterol, e apenas 50 % do
colesterol presente no lumen intestinal é absorvido (LORGERIL; SALEN, 2006).

A gordura de origem alimentar e endogena sao transportadas no plasma
por meio de lipoproteinas, constituidas por lipideos neutros, como colesterol-
éster e triglicérides, em seu nucleo hidrofobico. As lipoproteinas se classificam
em quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL-C), de
densidade intermediaria (IDL-C), de baixa densidade (LDL-C) e de alta
densidade (HDL-C). No plasma s&do continuamente remodeladas durante o
transito no compartimento plasmatico, através da acado de enzimas e de
proteinas de transferéncia (WANG, 2006; DANIELS et al., 2009).

O papel fundamental dos quilomicrons e das VLDL-C é transportar,
respectivamente, os triglicérides alimentares e os de sintese hepatica (gordura

endogena). As LDL-C sado as principais lipoproteinas transportadoras de
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colesterol proveniente do figado para os tecidos periféricos. As HDL-C sao
responsaveis pela remocao do colesterol de tecidos periféricos e de outras
lipoproteinas, enviando-os ao figado, o que caracteriza o denominado
“transporte reverso de colesterol” (KURUSHIMA et AL., 1995).

Os triglicérides provenientes da gordura sao hidrolisados pela lipase
gastrica, intestinal e pancreatica, gerando acidos graxos que sao absorvidos
pelas vilosidades intestinais e reesterificados, formando di e triglicerideos.
Estes se ligam a apolipoproteina B48 e, juntamente com o colesterol da dieta,
da bile e vitaminas lipossollveis, sdo transportados através dos quilomicrons,
formado nas células epiteliais no intestino delgado.

Os triglicérides dessa particula sdo entdo hidrolisados pelas enzimas
lipoproteina lipase periférica (LLP) e lipase hepatica (LLH) (MAHLEY; HUANG,
2007). A LLP é uma glicoproteina presente nas células endoteliais voltada para
luz capilar e seu cofator de ativagdo € a apoC Il (LOOKENE et al., 2004). A
LLH é produzida no hepatécito e localizada no endotélio dos capilares
sinusoides. Hidrolisa triglicerideos e fosfolipides, mas sua acéao preponderante
€ agir como fosfolipase sobre as particulas de HDL-C (RADER; JAYE, 2000).

Com essas alteracdes, tém origem, no espaco vascular extra-hepético,
0s remanescentes de quilomicrons, rapidamente absorvidos pelo figado, via
receptores, reconhecidos pelos receptores de LDL-C (receptor B/E), que
identificam a apoE.

Os lipides captados pelo figado sdo, em parte, secretados para a
circulacdo sob a forma de VLDL-C. Aproximadamente 75% dos triglicerideos

das VLDL sao hidrolisadas pela LLP e LLH e se transformam em
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remanescentes (IDL-C). Uma parte menor de IDL-C é captada pelo figado e o
restante transforma-se em LDL-C pela acao da LLH (RADER; JAYNE, 2000).

Em condi¢cdes normais, as LDL-C sao responsaveis pelo transporte de
65 a 70 % do conteudo plasmatico total de colesterol. A maior parte das LDL-C
€ removida da circulacao pelo figado e o restante, por tecidos extra-hepaticos.
Estas se ligam a receptores celulares, resultando em um complexo LDL-
receptor, que é internalizado e degradado no figado (MAHLEY; HUANG, 2007).

A concentracao plasmatica de colesterol é regulada pelos receptores
B/E. As apo B100 e apoE, presentes na superficie dessas particulas, interagem
com os receptores e facilitam sua internalizagdo. O aumento do conteldo
intracelular de colesterol induz menor sintese dos receptores LDL-C.
Concomitantemente, ocorre inibicdo da atividade da hidroxi-metil-glutaril:
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase). O inverso ocorre em situacoes
baixa de concentracédo de colesterol (LOTTENBERG, 2009).

O colesterol proveniente da dieta (exégeno) também pode influenciar na
homeostase de colesterol sérico. A diminuicdo da absorcdo intestinal de
colesterol, mediada através de proteinas transportadoras e enzimas (NPC1L1,
ABCG5/G8 e ACAT), pode estimular a conversao de colesterol hepatico em
acidos biliares e também a sintese de novo colesterol através da enzima HMG-
CoA, favorecendo o catabolismo de LDL-C, com o respectivo aumento de

receptores LDL-C (WANG, 2006).
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2.2 Dislipidemias

As dislipidemias sao disturbios metabdlicos que afetam os niveis das
lipoproteinas circulantes no sangue, caso neste quadro seja aumentado o nivel
sérico de colesterol, pode-se dizer que o individuo tem uma
hipercolesterolemia. As dislipidemias podem estar associadas a fatores de
origem genética, ou sob influéncia de fatores ambientais, como tabagismo,
sedentarismo, dieta desequilibrada e abuso de &lcool. Se for resultante de
acoes medicamentosas ou forem consequéncia de alguma doenca de base
(diabetes, insuficiéncia renal, etc...), sdo consideradas dislipidemias
secundarias (QUINTAO; NAKANDAKARE, 1996).

Baixos niveis de HDL colesterol (HDL-C) contrapostos com elevadas
concentracdes plasmaticas de triglicérides e LDL colesterol (LDL-C) estéao
consistentemente relacionados com aumento do risco de eventos
cardiovasculares (CASTELLI et al., 1986; CULLEN, 2000; DESPRES et al.,
2000).

Grande parte do colesterol circulante € sintetizada no préprio organismo,
entretanto aproximadamente 1/3 é proveniente da dieta (STIPANUK, 2000). O
controle da concentragdo sérica do colesterol ocorre principalmente através da
regulacao da captacao das LDL’s, que é uma das principais transportadoras do
colesterol endbégeno do figado para a corrente sanguinea. O aumento da
quantidade de LDL’s (mensurado pela sua proteina apoB-100), bem como o
aumento da quantidade de colesterol que as mesmas carregam, representam

igualmente um quadro de risco para a génese da aterosclerose por serem
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depositadas na intima da parede arterial e ocasionando processos
inflamatérios (DIETSCHY, 1997; MARCHESI et al.,, 2008; SIRTORI et al.,
2009).

O figado é o 6rgdo mais importante na homeostase do colesterol,
responsavel pela excrecdo do mesmo via bile, através da conversdo de
colesterol em acidos biliares ou da secrecdo direta de colesterol biliar. O figado
também produz VLDL-C e é o principal sitio catabdlico de LDL-C mediado por
receptores de LDL-C, e responsavel pela sintese enddgena de colesterol
através da enzima HMG-CoA redutase (DANIELS, et al., 2009).

Niveis sanguineos de colesterol elevados, especialmente do colesterol
das LDL-C, tém sido positivamente correlacionados com o risco de doencas
cardiovasculares. A diminuicdo da colesterolemia com vista a minorar tais
riscos, € uma prioridade ha muito tempo (ANDERSON et al., 1984; CARROL,

1991; KERCKHOFFS et al., 2002).

2.3 Papel da dieta

Uma das formas de controle dos niveis de colesterol plasmatico é a
mudanca de habitos alimentares. Embora o colesterol da dieta ndo represente
um fator consideravel do nivel plasmatico de colesterol, devido aos
mecanismos de controle de sua sintese, varios outros componentes podem
colaborar para o controle desse nivel (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998).

Componentes da dieta tém sido relacionados a um efeito

hipocolesterolémico, como as fibras soluveis, perfil de acidos graxos,
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substancias antioxidantes e as proteinas de origem vegetal (POTTER, 1995;
DURANTI, 2006; SIRTORI et al., 2004).

Pelo fato das fontes protéicas de origem animal possuirem acidos
graxos saturados e colesterol em sua composicdo, recomenda-se 0 cConsumo
de proteina de origem vegetal, uma vez que suas fontes ndo contém colesterol
e possuem propriedades nutracéuticas que auxiliam na reducao dos niveis de
colesterol, diminuindo assim os riscos de doencas coronarianas e diabetes
(FIETZ; SALGADO, 1999; KERCKHOFFS et al., 2002; SIRTORI et al., 2004;
MAGNI et al., 2004; MARTINS et al., 2005; D’AGOSTINA et al., 2006).

De acordo com Martinez-Villaluenga et al. (2006), os graos de
leguminosas sao as principais fontes de proteina vegetal e dentre eles o
tremoco é o que apresenta maior contetdo protéico, sendo também boa fonte

de fibras (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicdo centesimal do Tremoco (L. albus var.
Multolupa e L. albus var. Marta)*, em base seca.

Componeptes L'Ajﬁgfu;zr' L. albus var. Marta
nutricionais - -
Sementes integras Sementes integras

Proteina 30,6 + 0,26 37,4 +3,12
Lipidios 14,64 +1,11 11,34 £ 0,73
Cinzas 3,65 +0,29 3,79 + 0,06
Carboidratos soluveis

Sacarose 2,58 £ 0,06 3,09 £0,08
Fibra dietética

Solavel 5,21 +0,18 3,64 +0,12

Insoluvel 34,22 + 0,08 30,80 + 0,11

Fibra total 39,42 + 0,26 34,44 + 0,23
Amido

Total 3,27 + 0,23 2,81 +0,08

Disponivel 1,78 £ 0,11 1,84 £0,13

* Os resultados estdo expressos em g/100g; Fonte: Martinez-Villaluenga et al. (2006).
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2.4 Tremoco branco (Lupinus albus)

As sementes de tremoco branco (Lupinus albus) sdo utilizadas como
alimento ha mais de 3.000 anos pelas populacées mediterranicas. Atualmente
o incentivo para sua producao se deve ao conteudo protéico de cerca de 30-
40%. Desta forma o tremoco apresenta grande potencial de consumo in natura
ou de isolados e concentrados protéicos (SATHE et al., 1982; SANCHEZ-
VIOQUE et al., 1999; LQARI et al., 2002; RODRIGUEZ-AMBRIZ et al., 2005;
D’AGOSTINA et al.,, 2006), e também na agricultura para a fixacao de
nitrogénio no solo (HUYGHE, 1997). Além disso, o tremoco pode ser cultivado
em regides de diversos climas, como o Mediterraneo, a América do Sul, a
Australia e a Nova Zelandia (ALLEN, 1998; MULAYIM et al., 2002).

Em 2008, a producao mundial de tremoco foi de 790 mil toneladas (FAO,
2008), das quais Portugal produziu apenas 15 toneladas. O maior produtor
mundial de tremoc¢o, que se pode cultivar desde o fim do outono até ao inicio
de verao, é a Australia com cerca de 61% do total, seguida do Belarus (10,3%),
Alemanha (6,3%) e Chile (4%).

O tremoco branco (Lupinus albus L.) € uma leguminosa do género
Lupinus, familia Fabaceae, tribo Genisteae. De acordo com Huyghe (1997),
existem quatro espécies para o género: albus, angustifolius, luteus e mutabilis.
Estas espécies sao direcionadas para a alimentacdo humana justamente por
apresentarem elevado contetudo de proteina, lipideos e fibras (Tabela 1). A

variacdo do conteudo protéico entre as espécies cultivadas de tremogo é o
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resultado das diferentes caracteristicas de condicdes de crescimento e tipo de
solo (PETTERSON et al., 1997).

A proteina do tremoco possui duas fracdes majoritarias, albuminas e
globulinas, na proporcao de 1:9, respectivamente. Quanto as globulinas, estas
se dividem em duas classes predominantes, as fracdes globulinas 7S e
globulinas 11S, seguidas das fragcdes conglutinas B e a, respectivamente
(BLAGROVE; GIILESPIE, 1975).

A quantidade de lipideo presente no grao varia entre as espécies, em
torno de 6-15%, com alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados
(BENEYTOUT et al., 1987; MUSQUIZ et al., 1989). As fracdes de fibra soluvel
e insoluvel abrangem um total entre 34-40%, praticamente o dobro da soja
(21,7%), ervilha (18%) e feijao faba (19%) (VAN BARNEVELD, 1999).

Para a utilizacdo dessas sementes, estudos sado realizados avaliando
suas propriedades fisico-quimicas e potencial de aplicabilidade industrial, na
forma de concentrados ou isolados protéicos, como ingrediente alimenticio em
alimentos processados (SATHE et al., 1982; EL-ADAWY et al., 2001; LQARI et
al., 2002; RODRIGUEZ-AMBRIZ et al., 2005). O uso de extratos, concentrados
ou isolados protéicos pela industria, permite garantir aos alimentos
processados boas propriedades sensoriais, agregando maior valor nutricional
ao produto (SANCHEZ-VIOQUE et al., 1999).

Além de objetivar a aplicabilidade industrial, as proteinas de diferentes
espécies de tremoco também vém recebendo atencdo especial por
apresentarem propriedades nutracéuticas (DURANTI, 2006; SMITH et al.,

2006; SIRTORI et al., 2009). Pesquisas recentemente realizadas permitiram
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observar o controle de hiperglicemia (MAGNI et al., 2004) e hiperlipidemia
(SIRTORI et al., 2004; HALL et al., 2005; MARTINS et al., 2005; SPIELMANN
et al., 2007; VIVEROS et al., 2007; BETTZIECHE et al., 2008; MARCHESI et
al., 2008), demonstrando que essa proteina exerce efeito funcional no
organismo.

Estudos em humanos e modelos animais sdo realizados com vista a
avaliar o efeito da ingestdo de sementes, leguminosas ou seus componentes
na redugdo da colesterolemia e se obter um melhor entendimento destes
processos (MATHUR et al.,, 1964; SHUTLER et al., 1987; KINGMAN, 1991;
KINGMAN et al., 1993; WANG; MCINTOSH, 1996; PLATE; AREAS, 2002). A
maioria dos estudos que testaram o efeito hipocolesterolémico do consumo de
leguminosas comprovou tal aptiddo, mesmo quando as dietas a base de
leguminosas ou seus componentes eram comparadas com dietas isoprotéicas
e isoenergéticas (ANDERSON et al, 1984; KINGMAN et al, 1993;
ANDERSON; MAJOR, 2002). Diversos componentes sdo apontados como 0s
responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico desses alimentos, como as suas
fracGes protéicas e respectivos perfis de aminoacidos (KIM et al., 1978;
KRITCHEVSKY, 1979), as fracdes lipidicas e as fibras (SHUTLER et al., 1987),
as saponinas (OAKENFULL; FENWICK, 1978; SIDHU et al.,, 1987) e os
fitoesterdis (CARR et al., 2002). No entanto, os mecanismos subjacentes a este
efeito ainda sdo pouco conhecidos e inconclusivos.

Martins et al. (2005) utilizando semente integral de tremoco azul
(Lupinus angustifolius L.) em porcos intactos e anastomisados, observaram

efeito hipocolesterolémico. Esse efeito foi atribuido ao mecanismo de néo
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absorcao intestinal de colesterol e sais biliares, provavelmente devido aos
fitoesterbis e fibras presentes nas sementes. Resultados similares também
foram relatados para outras leguminosas, como o feijdo faba (Vicia faba)
(MACARULLA et al., 2001) e para a soja (LIN et al., 2004).

Hall et al. (2005) relataram diminuicdo de niveis de LDL-C e CT
(colesterol total), através de alimentos com adicdo de farinha de tremoco
atribuindo seu efeito as fibras dietéticas presentes no cotilédone do grao.
Entretanto Sirtori et al. (2004) observaram a reducéo de LDL-C e colesterol
total em ratos consumindo extrato protéico de tremogo com recurso a técnicas
de gavage. No entanto, seus dados sao incompletos vistos ndo apresentarem
resultados lipidicos hepaticos e fecais, impossibilitando uma melhor
interpretacdo de um possivel mecanismo. Porém, administrando fracdo
protéica especifica e analisando as células hepaticas in vitro, os autores
relataram aumento significativo da atividade dos receptores de LDL-C, o que
sugere potencial de aplicacdo com maior enfoque em modelo experimental
adequado.

Spielman et al. (2007) observaram, em ratos alimentados com proteina
de tremoco, a reducao da concentragdo plasmatica de triglicerideos atribuindo
o efeito a uma redugcédo da expressao da proteina ligadora/transportadora de
esterol. Outros trabalhos usando proteina de tremoco também relatam
diminuicdo de colesterol em ratos (BETTZIECHE et al., 2008) e também em
coelhos (MARCHESI et al., 2008), ambos atribuindo o efeito a um possivel
mecanismo ligando receptores envolvidos na sintese e transporte de colesterol,

devido a fracbes especificas presentes na proteina.
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Tentativas tém sido feitas para explicar os mecanismos pelo qual a
proteina de origem vegetal altera a concentracao plasmatica de colesterol total
e colesterol das LDL (BEYNEN, 1990; CARROL, 1991). Potter (1995) fez
importante revisao sobre estes mecanismos e cita que um possivel aumento da
excrecao de 4cidos biliares afeta a atividade da enzima HMG-CoA redutase, ao
modular o metabolismo do colesterol com vista a biossintese de novos acidos
biliares. Por outro lado, os aminoacidos resultantes da digestdo das proteinas
de origem vegetal (leguminosas) modulam a secrecdo de certos horménios
(insulina, glucagon e horménios tireoideanos), as quais parecem estar
relacionadas com o efeito hipocolesterolémico.

Acidos biliares sdo sintetizados no figado a partir do colesterol (HALL et
al., 1988). Varios estudos sugerem que &cidos biliares reagem no trato
gastrintestinal com substancias poliméricas, formando complexos que
acarretam a nao absorcao. Este € um mecanismo muito efetivo na reducao dos
niveis plasmaticos de colesterol, diminuindo assim os riscos de doengas
cardiovasculares (FIETZ; SALGADO, 1999). Com os acidos biliares
complexados a outras fracbes de alimentos, sua reabsor¢do fica
comprometida, o que estimula o figado a converter colesterol em acidos biliares
(YOSHIE-STARK et al., 2004). Alguns trabalhos relatam a complexacdo dos
acidos biliares com as fioras (PANDOLF; CLYDESDALE, 1992;
KRITCHEVSKY, 1995), entretanto, mecanismo semelhante também foi
atribuido ao efeito de proteinas (KAHLON; WOODRUFF, 2002) na parte da

fracdo n&o digerivel.
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Duranti et al. (2004) estudando o efeito da administracdo da fracao
protéica 7S da soja em ratos, relataram que ocorre um aumento da expressao
de receptores de LDL-C hepatico, aumentando sua atividade e
consequentemente diminuindo os niveis de colesterol total e triglicérides
plasmaticos.

Apesar dos dados da literatura serem otimistas quanto aos beneficios
causados pela ingestdo de sementes de leguminosas e proteinas de origem
vegetal, sdo também inconclusivos, 0 que nos incentiva a continuar buscando o
entendimento do efeito hipocolesterolémico da proteina de origem vegetal. No
presente trabalho, pretende analisar-se o efeito do consumo de farinha integral
e do isolado protéico de tremoco branco (Lupinus albus) cultivado no Brasil, no

metabolismo do colesterol de um modelo animal parecido com o humano.

2.5 Modelos animais

Para o presente trabalho foi necesséario ajustar um modelo que
correspondesse a resposta de hipercolesterolemia em curto prazo de tempo,
de porte pequeno, a fim de agilizar um manuseio de grande numero de animais
em um pequeno espaco fisico, e que ingerisse uma quantidade moderada de
racao, devido a dificuldade de obtencéo do isolado protéico, tudo isso aliado a
uma semelhanca no metabolismo lipidico do homem.

Os hamsters transportam uma significante porcdo de colesterol
plasmatico, cerca de 50 %, nas fracdes de lipoproteinas LDL, sendo mais

semelhantes aos humanos que outros roedores (LOCK et al., 2005). Em fungao
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disso, o animal vem sendo muito usados em trabalhos sobre metabolismo
lipidico por responder em consistentemente a modulagdo de dietas ricas em
colesterol, e devido a seus perfis de lipoproteinas serem muito mais
semelhantes ao do homem quando comparado a animais de porte equivalente,
como ratos e camundongos (BATHENA et al., 2009).

De acordo com os levantamentos acima, indicando o hamster como
melhor animal para o estudo em questdo, e o fato de ndo haver na literatura
relatos do efeito do consumo do tremoco integral e seus isolados protéicos no
metabolismo do colesterol desses animais, optou-se por utilizar esses animais

nesse protocolo experimental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do consumo de tremocgo branco (Lupinus albus) integral e
seu isolado protéico no metabolismo do colesterol de hamsters, evidenciando

as alteracdes na composicao lipidica sanguinea.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 — Isolar a proteina do tremogo de modo a obter um bom rendimento e
pureza e nao alterar a proporcao entre as fracdes protéicas ou aminoacidos
presentes no grao in natura;

3.2.2 - Determinar a composicdo de aminoacidos da farinha de tremoco
integral e de seu isolado protéico;

3.2.3 — Determinar a digestibilidade verdadeira das proteinas da farinha de
tremoco integral e de seu isolado protéico;

3.2.4 — Avaliar o efeito da dieta com a substituicao total da fonte protéica de
origem animal pela proteina presente na farinha integral de tremogo branco no
metabolismo do colesterol evidenciando a composicéao lipidica sanguinea;

3.2.5 — Avaliar o efeito da dieta com a substituicao total da fonte protéica de
origem animal pelo isolado protéico de tremogo branco no metabolismo do

colesterol evidenciando a composigao lipidica sanguinea.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

As sementes de tremoco branco (Lupinus albus) foram obtidas no
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) — PR - Londrina. A partir das
sementes de tremocgo branco foram obtidos os materiais de estudo, ou seja, a

farinha integral e o isolado protéico.

4.2 Métodos

4.2.1 - Obtencao da matéria prima: farinha integral e desengordurada

As sementes de tremoco foram submetidas a tratamento com agua
potavel aquecida até atingir 50°C por 3 vezes ao dia durante 5 dias, para a
remocao dos alcaléides, sendo descartada a agua resultante de cada
aquecimento. O lote de farinha integral foi obtido por trituracdo em moinho de
martelos com peneira de saida de 0,4 mm de didmetro, acondicionado em
sacos de polietileno selados e mantidos em geladeira (5 a 10°C) até a sua
utilizagao.

Num segundo lote, as sementes foram descorticadas manualmente e
apods trituradas, seguindo a metodologia de moenda descrita acima.
Posteriormente a farinha descorticada foi desengordurada a frio com hexano na

proporcao de 1:5 (massa/volume) sob agitacdo constante por 1hora, seca em
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estufa ventilada com temperatura ambiente por 24 horas, homogeneizada e
acondicionada em sacos de polietileno selados e mantidos em geladeira (5 a

10°C) até a sua utilizacao.

4.2.2 - Influéncia do pH e concentracao de sal na solubilizacao da proteina

A solubilidade da farinha e do isolado protéico, foi determinado seguindo
o método descrito por Wang e Kinsella (1976). Amostras de 1 g de farinha com
teor de proteina conhecido foram dispersas em agua destilada, na proporcao
massa-volume 1:20. O pH da suspenséao foi ajustado ao valor desejado com
HCI e/ou NaOH, o material foi agitado por 1 hora a velocidade constante e
temperatura ambiente (25 £ 3 °C). Apds esse tempo o material foi centrifugado
a 10.000 x g por 60min; do sobrenadante foram colhidas aliquotas para a
determinacao do nitrogénio soluvel pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995).
Para a avaliacao do efeito combinado da concentracdo de NaCl e da variacao
do pH na extracao da proteina, as amostras foram dispersas em agua destilada

com a proporcao de 0,5 e 1,0M de NaCl e o mesmo procedimento foi realizado.

4.2.3 - Producao do Isolado Protéico (IP)

A Figura 1 apresenta as etapas para a producao do IP. O rendimento de
extracdo foi calculado e o conteudo protéico determinado pelo método de

Kjeldahl (AOAC, 1995).
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Farinha de tremoco (Lupinus albus)
Extragdo em T°C (25 £ 3), por 30 min com ajuste de pH e NaCl
Propor¢éo m/v (1:20)

Centrifugagao 10.000 x g/30min

A A 4

Sobrenadante

Residuo Precipitagdo em pH 5
Centrifugacéo 10.000 x g/30min

A 4 A4

Precipitado

Sobrenadante Ressuspenso em H,0O
Ajustado em pH 7,0

Liofilizado

Figura 1 — Fluxograma da obtencao do Isolado Protéico (IP) a partir da farinha
de tremoco, seguindo o procedimento de Liadakis et al. (1995).

O IP foi obtido a partir da farinha de tremog¢o desengordurada de acordo
com metodologia descrita por Liadakis et al. (1995) modificado. A modificacao
foi referente a extracdo, realizada por agitacdo mecéanica na proporcédo 1:20
(massa/volume), em solugdes de NaCl variando entre 0 a 1 mol L™, com
ajustes de pH empregando solugdo de NaOH 0,5 mol L, em temperatura

ambiente (25°C * 3), por 30 minutos. A suspenséo foi centrifugada a 10.000 x
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9/30 min. O sobrenadante foi recolhido em béquer e a proteina precipitada em
pH isoelétrico com a adicao lenta de HCI 0,5 mol L. A suspensao de proteina
foi submetida a nova centrifugacdo a 10.000 x g/30 min. O precipitado foi
separado do sobrenadante, tratado com agua, o pH ajustado a 7,0 e

posteriormente liofilizado e homogeneizado.

4.2.4 — Caracterizacao da Matéria-Prima e do IP

4.2.4.1 — Composicao Centesimal

As anadlises de umidade, cinzas, extrato etéreo e proteina da farinha de
tremoco integral e dos IPs, foram realizadas de acordo com a metodologia da

AOAC (1995). O teor de carboidratos foi calculado por diferenca.

4.2.4.2 — Fibra Alimentar

A analise de fibra soluvel e insollvel foi realizada de acordo com o

método enzimatico gravimétrico de PROSKY et al. (1988).

4.2.4.3 — Perfil de aminoacidos na Farinha e IP de Tremoco

A composicao de aminoacidos da farinha integral e do IP de tremoco foi

determinada por cromatografia de troca ibnica e reacdo pods coluna com
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ninidrina. A técnica é baseada na hidrélise da proteina (tomada de amostra que
contenha o equivalente a 25 mg de proteina) em meio acido (10 mL HCI 6N,
sob vacuo, a temperatura de 110°C por 22 horas). Posteriormente, o0s
aminoacidos hidrolisados foram recuperados em tampao citrato de pH 2,2.
Uma aliquota de 25 uL foi injetada no analisador de aminoacidos Dionex DX-
300 para separagao dos aminoacidos. O produto dessa reacao foi registrado
em um colorimetro sob a forma de pico e quantificado pelas areas de cada
pico. As areas dos picos obtidos a partir das amostras investigadas foram
comparadas com uma mistura padrdo de amino&cidos.

Os valores de triptofano foram determinados por espectrofotometria
usando-se hidrélise enzimatica com pronase a 40°C por 24 horas. A amostra
hidrolisada foi submetida a reacdo colorimétrica com p-dimetilamino
benzaldeido (DAB) e posterior leitura espectrofotométrica a 590 nm. O
triptofano foi entao calculado a partir de uma curva padrao.

Estas analises foram realizadas no laboratério de andlise quimica

LabTec (Laboratério de alta tecnologia) em Campinas.

4.2.4.4 — Perfil de acidos graxos na farinha integral e racoes

Os acidos graxos foram determinados como ésteres metilicos de acidos
graxos através de cromatografia gasosa (CG). A farinha integral e as racoes
experimentais tiveram seus lipideos extraidos através de técnica descrita por
Bligh e Dyer (1959). A formagao de metil ésteres de acidos graxos seguiu-se 0

método sugerido por Hartman e Lago (1973).
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A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por CG, em equipamento
“Chrompack” CP9002 (Middelburg, Holand) acoplado a um computador
equipado com o software Maestro |, versao 2.3. As condigdes cromatograficas
foram: coluna capilar de silica fundida CIOLA-WAX, com 20m de comprimento
e 0,32mm de didmetro interno; gas de arraste: hidrogénio a 2,0mL/min; injetor
“splitter” a 270°C, com razao de “split” de 1:35; detector FID a 300°C;
programacao da coluna: temperatura inicial de 60°C, com elevagdo de
3,5°C/min até 240°C. O volume injetado de cada extrato no cromatdgrafo a gas
foi de 1uL e a identificagéo foi por comparagéo do tempo de retengéo corrigido
de ésteres metilicos dos acidos graxos das amostras e padrées.
Para identificacdo dos picos, foi utilizado como padrao o Lipid Standard
SIGMA — Fatty acid methyl ester mixtures 47885. A analise foi qualitativa,
sendo a proporcao de cada acido graxo calculado dividindo-se a area do seu

pico pela area total da corrida.

4.2.4.5 — Eletroforese

A eletroforese SDS-PAGE foi conduzida de acordo com procedimento
descrito por Laemmli (1970). Em cada poco foram aplicados 50 ug de proteina
proveniente da farinha integral e do IP. A amperagem foi fixada em 20 mA para
cada gel de 1,0 mm e 15 mA para géis de 0,75 mm; voltagem auto-ajustavel,
até o maximo de 300V. Apds corrida, os géis foram corados em solucao de
Azul de Comassie R Brilhante 0,025% em 40% de metanol e 7% de acido

acético e descorados no mesmo solvente sem o corante. O marcador utilizado
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foi o PageRuler Unstained Protein Ladder da Fermentas (#SM0661), com
massas moleculares de 10 a 200 kDa.

Para a analise do gel, foi utilizado um software Gelworks 1D advanced®
da UVP (Cambridge, UK), sendo a massa molecular calculada por comparagao
com os padrdes e a similaridade das amostras por comparacao de migragcao

das bandas eletroforéticas.

4.2.5 - Analise térmica, obtencao das curvas DSC

As curvas DSC foram obtidas em um calorimetro DSC-25, acoplado ao
processador TC-15, METTLER, em atmosfera dindmica de ar (100 mL min™),
usando cadinho de aluminio tampado e perfurado (=1 mm), massa da

amostra de 3 mg/proteina e razio de aquecimento de 10 °C min™.

4.2.6 — Experimento biolégico

O ensaio biolégico foi desenvolvido no biotério de experimentacao para
hamster do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT-
USP).

O protocolo experimental seguiu as normas do Canadian Council Animal
Care (OLFERT et al., 1993). Os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da FCF/CAr (protocolo CEP/FCF/CAr n°®

16/2009) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Medicina Tropical
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(CEP-IMT 054/2009), local onde foi desenvolvido todo o experimento biolégico

(ANEXO I e II).

4.2.6.1 — Animais

Neste estudo, foram utilizados Hamsters (Mesocricetus auratus), raca
Golden Syrian, machos, recém-desmamados, com padrdo sanitario
convencional, proveniente do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (USP).

Os animais foram dispostos em gaiolas individuais (Figura 2), em local
arejado com temperatura em torno de 20 a 25 °C, umidade relativa de = 55 %
sendo expostos a ciclos de claro e escuro de 12 horas cada. Os animais foram
alimentados ad libitum e pesados periodicamente para avaliar variagcoes de
peso e crescimento. A racao foi pesada e trocada todos os dias para verificar a
quantidade ingerida por cada animal.

Os procedimentos cirurgicos, coleta de material biolégico e ou sacrificio,
foram realizados nos animais em jejum de 12h, previamente anestesiados via
intraperitoneal com Rompum® (cloridrato de xilazina: 10 mg/kg peso) e
Ketalar® (cloridrato de ketamina: 100 mg/kg de peso). A coleta de sangue foi
realizada por puncgao cardiaca e a eutanasia por exsanguinacao, também sob
anestesia. As seringas foram lavadas com heparina antes da coleta, e foram
adicionados 10uL de heparina Heptar® (5.000Ul/mL) nos microtubos

(eppendorf) onde o sangue foi acondicionado para posteriores analises.
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Figura 2 — Animais dispostos em gaiolas individuais.

4.2.6.2 — Dietas

As dietas foram formuladas de acordo com as recomendacdes
nutricionais da National Research Council (NRC, 1995), para hamsters em fase
de crescimento (Tabela 2), contendo mistura de vitaminas e minerais

adequadas ao crescimento dos animais de acordo com Reeves et al. (1993).

Tabela 2 — Necessidades nutricionais de hamsters
alimentados ad libitum

Nutrientes g/ kg de racao
Carboidratos 650
Lipidios 40 a 200
Proteinas 180 a 240
Fibras 50 a 150
Mistura vitaminica** 10
Mistura de minerais™* 35

Fonte: NRC, 1995; **Reeves et al., 1993.
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A dieta utilizada para induzir a hipercolesterolemia seguiu 0 mesmo
modelo adotado no Laboratério de Bioquimica e Propriedades Funcionais da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo (FSP/USP) em
experimentos que ja demonstraram bons resultados para esse efeito, contendo
0s seguintes agentes hipercolesterolemizantes: 13,5 % de gordura de coco e
0,1 % de colesterol (FROTA et al., 2008).

As dietas experimentais foram acrescidas dos elementos
hipercolesterolemizantes sendo sua distingdo na fonte protéica. A composicao
planejada do experimento bioldgico esta apresentada na Tabela 3.

As dietas foram suplementadas com aminoacidos limitantes segundo
recomendacgdes da AIN-93 (REEVES et al., 1993) e NCR, 1995. Desta forma,
analisando o conteudo de aminoacidos presente na farinha e no isolado
protéico de tremoco, foi necessario adicionar metionina, triptofano e lisina para
atingir suas recomendagoes.

As dietas foram formuladas de forma a serem isocal6ricas, isoprotéicas
e isolipidicas, e de modo a fornecer as mesmas quantidades de colesterol e
cloreto de colina. Para isso foi preciso adequar as dietas tendo como referéncia
os nutrientes presentes na farinha integral de tremoco, de forma que ficassem
com as mesmas quantidades desses nutrientes em todas as dietas, portanto foi
necessario suplementar as dietas caseina e IP com éleo de soja e fibras a fim

de ficarem isolipidicas e isocaldricas em relagéo a dieta FI.

46



Material e métodos

Tabela 3 — Composicdo planejada das dietas utilizadas no experimento

bioldgico expressas em g/kg

Tremocgo

Ingredientes (g/kg) Caseina Isolado (IP) (FI) Aprotéica
Caseina’ 237,2 0 0 0
_Farlnha de tremoco 0 0 5483 0
integral

Isolado protéico de 0 216.4 0 0
tremoco

L-metionina 4.2 4.2 4.2 0
Triptofano 1,8 1,8 1,8 0
Lisina 4.3 4.3 43 0
Sacarose 50 50 50 50
Amido de milho 155,8 171,45 156,10 340,25
Maltodextrina 51,9 57,15 52 113,35
Celulose 244 244 0 244
rplcrocrlstallna

Oleo de soja 67,5 67,5 0 67,5
Gordura de coco 134,3 134,3 134,3 134,3
Colesterol 1 1 1 1
Cloreto de colina 3 3 3 3
Mistura vitaminica® 10 10 10 10
Mistura mineral® 35 35 35 35
Ei’;f;%a total (kCalkg 49057 4892,4 48925 49368

[1] 843,1 g/caseina kg (analisado em laboratério); [2] Reeves et al., 1993; [3] proteina x 4, carboidrato

x 4, lipidios x 9.

Para se obter racdes peletizadas, foi necessario adicionar a dieta amido

de milho e maltodextrina na propor¢gdo de 3:1

respectivamente. Essas

proporcoes foram definidas a partir das dietas padroes para roedores em fase

de crescimento (REEVES et al., 1993).

Também foi necessario um lote de racado aprotéica, isenta de proteina,

para realizar o estudo de digestibilidade de proteina presente no tremoco e

seus isolados protéicos assim como das racbes experimentais utilizadas no

experimento. As dietas experimentais foram produzidas pela Empresa de

Biociéncias Prag & Solucdes Ltda.
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Para o periodo de aclimatizacao utilizou-se ragao comercial Nuvilab CR1
(Nuvital) tendo em sua composicao, declarada pelo fabricante, proteina minima
22%, extrato etéreo minimo 4%, matéria mineral maxima 10%, matéria fibrosa

maxima 8% e umidade maxima 12,5%.

4.2.6.3 — Delineamento Experimental

A Figura 3 apresenta o fluxograma do delineamento experimental,
contendo as etapas detalhadas dos processos.

O experimento foi iniciado com 24 hamsters machos, recém
desmamados. Apds 7 dias de aclimatacao, recebendo racdo comercial, foram
sorteados 6 animais para coleta de sangue (procedimento de coleta descrito no
item 4.2.6.1), para posteriores andlises plasmaticas referente ao periodo basal.

ApOs essa fase todos os animais passaram a receber a dieta
hipercolesterolemizante por um periodo de 21 dias (tempo necessario para
hipercolesterolemizar os animais), novamente realizou-se coleta de sangue em
6 animais, de acordo com a média de peso e excluindo os animais que ja
sofreram coleta na fase basal, a fim de realizar novas andlises plasmaticas
referente ao periodo hipercolesterolemia.

Finalizando a fase de hipercolesterolemia, os animais foram divididos
em 3 grupos (n=8), de modo que o peso médio dos grupos fossem
semelhantes. A partir dai, durante 28 dias, cada grupo passou consumir uma

dieta experimental diferente, sendo:
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0 Recebimento dos animais
desmamados
A
Adaptagéo por 7 dias,
alimentacéo ad libitum
728 T P PPN e
—— Coleta de sangue basal (n=6)
\ 4
Indugéo da
hipercolesterolemia (21 dias)
28 - — Coleta de sangue (n=6)
v ‘ v
Grupo Grupo Grupo
CONTROLE ISOLADO FARINHA
hipercolesterolemizante PROTEICO (IP) INTEGRAL (FI)
(n=8) (n=8) (n=8)
\ 4 A A
Dieta Dieta Dieta
Experimental Experimental Experimental
HC (2sdias) 1P (28dias) Fli2sdias)
¢ v
\ 4
Coleta de sangue no 14° dia
42F - apo6s a introdugao da dieta
23°ao0 27°dia, coleta
v de fezes dos animais
______________________ _| Coleta de sangue e sacrificio 28°dia,
56 apos inicio das dietas experimentais
dias”

Figura 3 — Fluxograma do delineamento experimental durante
as etapas de recebimento até o sacrificio dos
animais.
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1. Grupo Controle “HC” (Hipercolesterolemizante): teve como
fonte protéica 20% de caseina, adicionada de 0,1% de colesterol
e 13,5% de gordura saturada na forma de gordura de coco;

2. Grupo Isolado Protéico “IP”: teve como fonte protéica 20% de
isolado protéico de tremoco, adicionada de 0,1% de colesterol e
13,5% de gordura saturada na forma de gordura de coco;

3. Grupo Farinha Integral FI”: teve como fonte protéica 20% de
proteina proveniente da farinha de tremoco integral, adicionada
de 0,1% de colesterol e 13,5% de gordura saturada na forma de
gordura de coco.

Decorridos 14 dias ap6s a introducao das dietas experimentais, coletou-
se 0 sangue de 6 animais de cada grupo, de acordo com o peso médio, para
posteriores analises plasmaticas. Finalmente apbés 28 dias de dietas
experimentais todos os animais tiveram sangue coletado e foram sacrificados
por exsanguinagao.

Durante o periodo experimental os animais tiveram agua e dietas ad
libitum, salvo os que antecederam os procedimentos cirlrgicos, esses tiveram

restricdo, apenas da dieta, por 12 horas.

4.2.6.4 - Coeficiente de Eficacia Alimentar

Através dos pesos dos animais e da ingestdo alimentar, monitorados
durante o experimento, foi calculado o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar

(CEA), utilizando a equacéo abaixo:
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CEA(%)= (@jx 100
Ca
Onde:
Gp = Ganho de peso;

Ca = Consumo alimentar.

4.2.6.5 — Analises no Plasma

As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Propriedades Funcionais de Alimentos da Faculdade de Saude Publica da
Universidade de Sao Paulo (FSP/USP), seguindo o padrdao analitico
recomendado para perfil lipidico pelo National Cholesterol Education Program
(WARNICK et al., 1995).

O teor de triglicérides no plasma foi determinado através de Kkit
enzimatico comercial (Labtest®, Minas Gerais, Brasil) contendo as enzimas
lipase da lipoproteina, glicerolquinase, glicerol-3-fosfato peroxidase (SOLONI,
1971).

O colesterol total (CT) foi determinado através de kits comerciais
(Labtest®, Minas Gerais, Brasil) baseado no método enzimatico colorimétrico
(CHOD/PAP) com colesterol esterase, colesterol oxidase e 4-aminoantipirina.

O HDL-C (colesterol presente na lipoproteina de alta densidade) foi
quantificado apds precipitacao das lipoproteinas que contém apolipoproteina B
(VLDL e LDL) seguida da quantificacdo do colesterol presente no

sobrenadante. O agente precipitante foi o acido fosfotungstico/cloreto de
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magnésio (PTA/MgC12) (ABELL et al., 1952). Este método ja foi validado para
aplicacao em plasma de hamsters (WEINGARD; DAGGY, 1990).

A fracdo ndao HDL (LDL-C + VLDL-C) foi calculada pela subtracdo do

colesterol total (CT) pelo HDL-C (DORFMAN et al., 2003).

4.2.6.6 — Figado

O figado foi retirado apds o sacrificio dos animais por ocasiao da ultima
coleta de sangue. Apds a sua imersao em solucao fisioldgica, o excesso de
umidade do 6rgao foi retirado por absorcdo em papel filtro. O figado foi
posteriormente pesado em balanca analitica e armazenado em solucao de

formaldeido (10 %) para posterior obtencéao dos cortes de histologia.

4.2.6.7 — Fezes dos hamsters

Para a coleta das fezes dos hamsters, realizada do 23° ao 27° dia de
experimento, foi necessario uma gaiola adaptada (Figura 4). Uma caixa com
maravalha no fundo era coberta com uma tela de aco inox que permitia a
passagem da urina € ao mesmo tempo as fezes permaneciam retidas. Uma
outra caixa teve seu fundo cortado para a adaptacdo de uma grade, essa caixa
foi encaixada na primeira de modo que o animal nao ficasse em contato com
suas fezes.

Apébs dois dias de adaptacao as gaiolas, as fezes dos animais foram
coletadas e pesadas, acondicionadas em frascos de polietileno e congeladas.
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Figura 4 — Gaiolas especiais para coleta de fezes, no
detalhe, a tela de ago inox com fezes retidas.

Posteriormente a coleta total, as fezes foram submetidas a secagem em
estufa com circulacdo de ar, com temperatura de 45 — 50°C, durante 24 horas.
Apds esse periodo as fezes foram pesadas, trituradas, homogeneizadas e

armazenadas a -20°C até analise.

4.2.6.7.1 — Digestibilidade da Proteina

A digestibilidade verdadeira (DV) foi calculada medindo-se a quantidade
de nitrogénio ingerido na dieta, a quantia excretada nas fezes durante o
experimento e a perda metabdlica no material fecal determinada no grupo
aprotéico (WHO/FAO/UNU, 2002), utilizando a equacgéao abaixo:

I-(F-F)
DV (%)=

x 100
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Onde:
I= g de nitrogénio ingerido;
F= g de nitrogénio excretado nas fezes pelo animal alimentado com a dieta em
teste;
Fk= g de nitrogénio excretado nas fezes do animal alimentado com dieta

aprotéica.

4.2.6.7.2 — Colesterol das fezes

Aliquotas de 50 mg de fezes foram submetidas a saponificacdo com 700
uL de metanol e 200 pL da solucao de NaOH 5M, por duas horas em banho-
maria com agitacao horizontal, a 80°C. Ap6s a adi¢do de solucao saturada de
NaCl, o colesterol foi extraido trés vezes com 3 mL de éter de petrdleo
(TERPSTRA et al.,, 1998). A amostra foi seca em estufa a 40-45°C com
circulacdo de ar e ressuspensa em 800 pL de hexano grau CLAE. A
quantificacao foi realizada em equipamento de cromatografia liquida da marca
Shimadzu SCL-10A — VP, com detector de varredura UV/VISIVEL, injetor
manual Rheodyne e bomba quaternaria. O volume de injecédo foi de 20 uL. A
fase movel compreendia uma mistura de n-hexano/isopropanol (97:3) com fluxo
isocratico de 1 mL/min. O tempo de corrida foi de 5 minutos (CSALLANY et al.,

1989).
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4.2.6.7.3 — Acidos Biliares

Os acidos biliares totais foram quantificados utilizando um kit comercial
para determinacao de acidos biliares totais, da marca kit DZ042A da Diazyme
(EUA). Previamente, as fezes foram submetidas a extragcdo com tert-butanol a
50% por 15 minutos a 37°C e a centrifugacao a 10.000 x g por 2 minutos para
obtengédo do sobrenadante contendo os &cidos biliares (VAN DER MEER et al.,

1985).

4.2.7 — Analise Histologica

Apl6s sacrificio, os 6rgaos (figado, baco, intestino delgado, rim e
coragao) foram removidos e preservados em formol tamponado 10% por pelo
menos 48 horas. Em seguida foram feitas seccdes transversais de 2 mm no
baco, intestino delgado, rim direito, coracao e figado. No coracao as seccoes
foram desde a base até o apice.

De cada animal foram escolhidos trés fatias (cortes) de cada érgao
coletado e submetidos a técnicas histolégicas habituais com inclusao de
parafina para obtencdo de cortes de 5 um de espessura que foram corados
com hematoxilina-eosina (HE) pela equipe do Laboratério de Patologia da
Faculdade de Medicina da USP.

Para estudo morfométrico foi utilizado um microscépio 6ptico comum
(Nikon Eclipse E200) ao qual foi acoplada uma camera fotogréafica (Digital color

SCC-131, Samsung).
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4.2.8 — Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos em média, desvio-padrao e erro-padrao.
Para a comparagcao de médias entre grupos, foi realizada andlise de varidncia
(ANOVA). Quando se encontrou diferencga significativa foi aplicado o teste de
comparacao multipla de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. O programa
estatistico utilizado foi SPSS 10.0 (USA). A construgdao dos graficos foi
realizada no programa Excel (Microsoft) e Origin® 7.0 SRO (OriginLab

Corporation).
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Resultados e discussao

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da matéria prima e do isolado protéico (IP)

5.1.1- Composicao Centesimal das Farinhas

Na Tabela 4, estdao presentes os valores médios da composi¢ao quimica

da farinha de semente de tremoco integral e descorticada e desengordurada.

Tabela 4 - Composigao centesimal da farinha integral e desengordurada
do tremoco (Lupinus albus), em base seca.

L. albus L. albus

Componentes / g/100g FI [1] FDD [2]
Umidade 5,53+0,10 8,1 +£0,30
Proteina 36,47 +0,2 49,88 + 1,31
Lipidios 12,37 £ 0,19 2,94 + 0,08
Cinzas 1,17 £ 0,03 1,54 £ 0,05
Fibra dietética

Solavel 0,63 3,9

Insoluvel 56,55 35,9

Fibra total 57,18 39,8

[1] Farinha integral; [2] Farinha descorticada e desengordurada

Para a producdao de isolados protéicos a descorticagcdo e o

desengorduramento é necessario para se obter maior otimizacao na extracao,

além de evitar a formacao de emulsdes devido a presenca de gordura.

De acordo com a tabela observa-se que descorticacdo promoveu um

maior rendimento de proteina presente na farinha descorticada (= 49%) quando

comparada com o tremoco integral (= 36%), cujos valores estdo préximos ao
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relatado por Martinez-Villaluenga et al. (2006), 30,6 + 0,26% e Lqgari et al.
(2002), 33,8 + 6,9%.

Na farinha desengordurada o conteudo de gordura foi de = 3%,
comparados ao valor da farinha de tremoco integral usada nesse experimento
(= 12%). Valores de 14,64 + 1,11% e 13,6 £ 2,0% de gordura para tremogo
integral foram relatados por Martinez-Villaluenga et al. (2006) e Lqgari et al.
(2002), respectivamente, estando esses valores proximos ao encontrado por
Vasquez et al. (1989).

Portanto, para a farinha em estudo o processo adotado para o
desengorduramento mostrou-se eficiente, contendo baixos valores de
gorduras, similares a farinhas submetidas ao desengorduramento obtido por
Neves et al. (2001) e Rodrigues-Ambriz et al. (2005).

Valores elevados de proteina foram relatados para amostras
desengorduradas (RODRIGUES-AMBRIZ et al., 2005; NEVES et al.; 2001;
GARCIA-LOPEZ et al., 2001). Os teores de umidade e fibras obtidos para a
farinha de tremoco (Lupinus albus) estdo préximos ao relatados para espécie
(L. mexicanus) (GARCIA-LOPEZ et al., 2001) e (L. angustifolius) (LQARI et al.,
2002). O valor de fibra dietética para a farinha descorticada e desengordurada
foi similar ao relatado para o tremoco da Tabela 1, entretanto o valor de fibra
dietética foi maior na farinha de tremoco integral usada nesse experimento.

Ja o teor de cinzas encontra-se abaixo do citado na literatura (GARCIA-
LOPEZ et al., 2001; NEVES et al., 2001; LQARI et al., 2002; RODRIGUES-

AMBRIZ et al., 2005).
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5.1.2- Perfil de acidos graxos na farinha de tremoco branco

O perfil de acidos graxos obtidos para a farinha integral de tremoco

branco estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — perfil de acidos graxos do tremoco branco (Lupinus albus)
expressos em porcentagens

Acidos graxos Tremoco branco Tremoco branco
(Lupinus albus) (Lupinus albus)*
Palmitico (C16:0) 10,5 11,6
Estearico (C18:0) 2,5 1,9
Oléico (C18:1) 60,5 55,4
Linoléico (C18:2) 13 22,4
a-Linolénico (C18:3n3) 6,5 8,7
cis-eicosandico (C20:1n9) 3,5 ni
Behénico (C22:0) 2,5 ni
Erdcico (C22:1n9) 1 Ni

*Erbas et al. (2005); ni= ndo informado

Erbas et al. (2005) relataram valores similares de acidos graxos para o
tremoco branco, oriundo da Turquia, onde a prevaléncia aponta para o acido
graxo oléico, monoinsaturado, apresentando mais da metade do perfil lipidico.
No presente trabalho esse mesmo acido também foi prevalente no perfil de
acidos graxos totais, porém, apresentando 60% do total.

O perfil de acidos graxos do tremog¢o possui uma predominéncia de
insaturados, sendo aproximadamente 64,7% monoinsaturados (C18:1;
C20:1n9; C22:1n9) seguidos de 19% de poliinsaturados (C18:2; C18:3n3), a
parte minoritaria é representada pelos 16% de &cidos graxos saturados (C16:0;

C18:0; C22:0).
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O principal acido graxo monoinsaturado presente nos alimentos é o
acido oléico, estudos apontam efeito benéfico de seu consumo reduzindo
niveis de colesterol total e LDL-C, porém podendo elevar os niveis de
triglicerideos (MATTSON; GRUNDY, 1985; GRUNDY, 1986; QUILES et al.,
2003).

Kurushima et al. (1995) comparando o efeito da adi¢cdo de acidos graxos
poliinsaturados e monoinsaturados em dietas hipercolesterolémicas em
hamsters, relataram diminuicdo de colesterol total e LDL-C devido ao aumento
da supressao de receptores LDL no figado e também um aumento na atividade
enzimatica da 7-a hidroxilase, principalmente para o grupo monoinsaturados.

Existem duas formas de colesterol presentes nas lipoproteinas
plasmaticas (colesteril-éster e livre), sendo que aproximadamente 20 a 30 %
encontram-se na forma livre e sédo transferidos rapidamente entre as diferentes
lipoproteinas. A via mais significativa para sua excregdo € o sistema
hepatobiliar, na forma de colesterol ou acido biliar, este ultimo sintetizado sob a
acao da enzima 7-a hidroxilase (DANIELS et al., 2009).

O o6leo do tremoco possui 0 acido oléico, monoinsaturado, como
predominante, apresentando mais de 60% do perfil total, estando esse valor
muito préximo ao relatado para a oliva (74,2 %), em estudo realizado com
dietas contendo esse tipo de dleo, revelando redugcdes de colesterol total e
aumento de HDL-C podendo agir na prevencdo de doencas cardiovasculares

(QUILES et al., 20083).
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5.1.3- Curva de solubilidade da farinha descorticada e desengordurada

(FDD) de tremoco

Na Figura 5 estdo demonstradas as curvas de solubilidade em agua e

NaCl 0,5 e 1,0 M para a farinha de tremoco branco.

Figura 5 - Curvas de solubilidade da proteina da farinha de
tremogo em funcdo do pH (1,0 a 12,0) e concentragéo
de NaClde 0,5e 1,0 mol L". T= 25+ 3 °C.

A solubilidade variou conforme o pH, com maior solubilidade em
extremos de pH, e na concentracao de sal, com solubilidade aumentada em pH

isoelétrico.
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El-Adawy et al. (2001) verificaram que o aumento de solubilidade para a
proteina de tremoco ocorre na presenca de cloreto de sbédio na proporcao
maxima de 1M, acima desse valor foi observado uma diminuicdo de
solubilidade. Mesmo fenémeno foi citado para a proteina majoritaria (globulina)
presente no tremoco (NEVES et al., 2006), entretanto, nesse caso observa-se
gue a concentracao de sal também é influenciada pelo pH.

De acordo com a Figura 5, observa-se uma menor solubilidade na faixa
de pH 5,0, sendo essa regiao denominada isoelétrica, mesmo pl (ponto
isoelétrico) foi verificado para tremoco do Egito (EI-ADAWY et al., 2001) e para
a proteina majoritaria do tremogo (NEVES et al., 2006). A adicdo de NaCl
acarretou na mudanca do perfil de solubilidade, promovendo aumento de
solubilidade na regiao isoelétrica.

Conforme dados expressos na curva de solubilidade, foi possivel
observar, na regido do pl, reducédo de solubilidade na auséncia total de sal,
contrariamente observado para regides de extremos pHSs.

Com base nas curvas de solubilidade foram adotados critérios para
extragdo dos IP. Buscando otimizar o processo, também foram adotados
alguns parametros a partir da curva de solubilidade realizada por Neves et al.
(2001) utilizando solucao de NaCl 0,3M com ajustes de pH na faixa de 7,0 < pH
<10,0. Condicoes de extremos de pH na presenca de Na>SOs, foram testadas

conforme citado por Lqari et al. (2002).
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5.1.4- Obtencao e otimizacao de producao dos isolados protéicos (IPs)

A otimizacdo para a obtencdo do IP foi seguida de acordo com o0s
resultados da curva de solubilidade e também de acordo com a tendéncia de
algumas literaturas (EI-ADAWY et al., 2001; NEVES et al., 2001; LQARI et al.,
2002; NEVES et al., 2006) para entao serem analisadas e testadas o maior
rendimento e pureza do mesmo.

Na Tabela 6 encontram-se os valores meédios do rendimento e contetdo

protéico para os IPs obtidos da farinha de tremogo branco (Lupinus albus).

Tabela 6 — Rendimento e conteudo protéico dos isolados protéicos
obtidos em diferentes condicdes de extracdes.

Isolado Protéico (IP) pl Renc:clyrsento pg‘:git::*d(;)
pH 7,0 NaCl 0,3M 4,5 35,30 87,85+ 0,53
pH 8,0 NaCl 0,3M 4,5 38,93 83,69 + 1,11
pH 9,0 NaCl 0,3M 4,5 38,00 89,20 + 0,94
pH 10,0 NaCl 0,3M 4,5 39,90 90,61 + 0,62
pH 10,5 Na,S030,25% 45 60,13 80,39 + 1,19
pH 11,0 Na,S030,25% 4,5 66,70 79,75 + 0,37
pH 10,0 (H-0) 5,0 61,05 85,82 + 1,22
pH 11,0 (H20) 5,0 64,97 86,33 + 1,22
pH 10,0 NaCl 0,5M" 5,0 37,63 92,41 + 0,40
pH 11,0 NaCl 0,5M" 5,0 45,08 90,63 + 0,63

[AOAC, 1995]; Ultrafiltrado antes da precipitagdo isoelétrica (pl)

De acordo com a tabela, nota-se que o menor rendimento de extracao
foi verificado para pH neutro extraido com NaCl 0,3M e pl 4,5, apresentando
apenas 35,3% de IP com baixo teor protéico (87,85%). Aumentando o valor de
pH para 10,0 nas mesmas condi¢des citadas acima, obteve-se um rendimento

de 39,9% com aumento no teor protéico no IP para 90,61 + 0,62%. Rodriguez-
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Ambriz et al. (2005) obtiveram IP com teor protéico de 93,2 + 1,61% utilizando
extracao em pH 9,0 e pl 4,5, porém seu rendimento nao foi relatado.

A adicao de Na,SOg3, promoveu o maior rendimento de extracao para IP
obtido em pH 11,0 (66,7%), porém com baixo conteudo protéico (79,75 +
0,37%). EI-Adawy et al. (2001) relataram conteludo de proteina de 91 + 2% para
IPs extraidos em pH 9,0 com bissulfito de sédio na mesma concentragcao. Ja
Lqari et al. (2002) relataram 83,9% de proteina para IP extraido em pH 10,5
com bissulfito nessa concentracédo, e que o valor aumenta quando realizada
extracdao em pH 12,0 sem a presenca do sal.

A Tabela 6 também demonstrou que as condi¢des onde houve o
emprego da precipitacao isoelétrica em pH 5,0, em IPs contendo NaCl 0,5M em
pHs 10,0 e 11,0, seguido de dialise, péde-se obter maior conteudo protéico, em
relacdo as demais condigcdes experimentais, seguido de rendimentos
intermediarios.

O emprego do pl para proteinas de tremog¢o pode variar entre 4,5 — 6,5,
de acordo com as subunidades das proteinas (ALAMANOU; DOXASTAKIS,
1995), nesse caso o emprego do pl 5,0 foi baseado nos resultados da Figura

5, onde essa regido de pH apresentou minima solubilidade.

5.1.5- Perfil eletroforético da farinha e dos IPs

Diferentes condigcdes empregadas para a obtencdo dos IPs, como altos
pHs, diferentes tipos de sais, podem alterar a composicao da proteina presente

no IP com a originaria do grao integral. A fim de caracterizar a proteina
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presente nas amostras foi caracterizado o perfil das amostras através de
eletroforese.

A Figura 6 apresenta o perfil eletroforético das proteinas do tremoco.
Neste gel foi identificado 8 principais bandas eletroforéticas, de massa

molecular entre ~15 a 70 kDa, presente em todas as amostras analisadas.

Figura 6 - SDS-PAGE das proteinas e isolados protéicos (IP) de tremogo branco. As linhas
identificadas por letra e nimero correspondem a: M: padrao de peso molecular conhecido
em ordem crescente; 1: IP extraido com NaCl 0,3M em pH 7,0; 2: IP extraido com NaCl
0,3M em pH 8,0; 3: IP extraido com NaCl 0,3M em pH 9,0; 4: IP extraido com NaCl 0,3M
em pH 10,0; 5: IP extraido com solugédo de Na,SOs (0,25% de concentragdo) em pH 11,0;
6: IP extraido com H2O em pH 10,0; 7: IP extraido com H.O em pH 11,0; 8: IP extraido
com NaCl 0,5M em pH 11,0 (ultrafilirado antes da precipitacdo isoelétrica); 9: proteinas
de farinha de tremoco branco sem alcaléides; 10: IP extraido com NaCl 0,5M em pH 10,0
(ultrafiltrado antes da precipitacéo isoelétrica); 11: proteinas da farinha de tremogo branco
descorticado e desengordurado; 12: proteinas da farinha de tremogo branco portugués
integral.

As faixas polipeptidicas foram analisadas com software Kodak Digital
Science 1D e as 8 bandas, identificadas em todas as amostras, apresentaram

massa moleculares em torno de 71, 65, 51, 48, 44, 33, 19 e 14 kDa.
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As condi¢coes usadas na obtencdo de IP, como os diferentes pH de
extracao, pode contribuir para alteracoes e perda de fracoes protéicas presente
no grao integral e degradacao estrutural da proteina nativa. De acordo com Yu
et al. (1987), esta degradacao € comum em pH 2,0 onde sao obtidas pequenas
proporcoes de polipeptidios de alto peso molecular do que em pH neutro.
Considerando essas perdas, a eletroforese é fundamental para verificar as
diferencas, comparando com os padrdes, entre as bandas presentes no grao
integral e em todos os isolados obtidos pelos métodos diferentes de extracédo
usada.

As sementes de tremoco possuem uma aproximada relacdo de fracoes
protéicas majoritarias de 1/9 de albuminas e globulinas. As globulinas incluem
as fragbes 7S e 11S globulinas beta-conglutina (vicilina) e alfa-conglutina
(legumina), e dois componentes minoritarios, gama e delta-conglutina
(BLAGROVE; GILLESPIE, 1975). No caso do Lupinus albus: 1- Beta-conglutina
€ o componente da globulina majoritaria formado por 10-12 tipos de
subunidades majoritarios (15-72kDa) e um consideravel numero de
subunidades minoritdrias sem pontes dissulfetos (MELO et al., 1994;
FERREIRA et al., 2003); 2- Alfa- conglutina € composta de quatro tipos
principais de subunidades (53, 60, 66 e 70 kDa) como também vérias
subunidades secundarias. Na presenca de agente redutor (2-mercaptoetanol),
cada uma das quatro subunidades é dividida em mais cadeias polipeptidicas de
alto peso molecular (31, 36, 42 e 46 kDa respectivamente) e uma cadeia
polipeptidica de baixo peso molecular (19 kDa) comum nas quatro subunidades

(MELO et al., 1994); e 3- Gama-conglutina, € a globulina minoritaria composta
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de um tipo de subunidade (42-43 kDa) contendo duas cadeias polipeptidicas
(18 e 30 kDa), ligadas por pontes dissulfetos e possivelmente outras
subunidades menores (SANTOS et al., 1997).

Os padroes de migragao protéica no SDS-PAGE das amostras de
tremoco branco brasileiros analisados foram idénticos, apresentando 8 bandas
eletroforéticas com massas moleculares na faixa de ~14 a 71 kDa. Esses
resultados sado similares aos obtidos por Blagrove e Gillespie (1975), Melo et al.
(1994) e Neves et al. (2006), todos trabalhando com tremoco. Nenhuma
diferenca foi registrada entre o padrdao de migracédo das amostras de proteinas
presentes nas farinhas e nos isolados protéicos, independentemente do
método de extragcdo usado. Isto sugere que as condicoes experimentais
utilizadas para a obtencao dos IPs ndo alteraram o perfil de proteina presente
no grao integral. Os padrées de migracdao apresentado também foram
semelhantes aos padrbes apresentados para a amostra de tremoco integral de

cultivar portugués.

5.1.6- Calorimetria diferencial exploratoria (DSC) dos IPs

Uma vez que a eletroforese ndao apresentou diferencas na composi¢ao
das fracbes protéicas, demonstrando ndo haver comprometimento das mesmas
pelo processo de extracdo, empregou-se o DSC para verificar o IP que
apresentasse a maior estabilidade e gasto de entalpia.

Considerando um dos objetivos do trabalho, avaliar o efeito da proteina

isolada no metabolismo de colesterol, é de fundamental importancia escolher a
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gue mais se aproxima com a proteina nativa do tremoco, com isso essa técnica
auxiliou no controle de qualidade dos IPs. A calorimetria diferencial exploratéria
(DSC) é uma ferramenta muito usada para verificar entre outros parametros, a
temperatura de desnaturacdo e a estabilidade térmica das proteinas
(FONTANARI et al., 2006; FONTANARI et al., 2008) podendo observar o grau
de desnaturacdo da mesma.

A Tabela 7 apresenta os valores de Entalpia AH (J/g) e temperatura de
desnaturacao (74) para os isolados protéicos, obtidos a partir da técnica de

DSC.

Tabela 7 — Entalpia e temperatura de pico para IPs obtidos em diferentes
condicoes de extracao®.

Amostras de isolados protéicos  Entalpia AH Temperatura do

(1P) (J/9) pico (°C)
IP 7,0 NaCl 0,3M" 335,7 70,0
IP 8,0 NaCl 0,3M* 325,5 65,7
IP 9,0 NaCl 0,3M* 314,5 66,5
IP 10,0 NaCl 0,3M" 313,3 68,8
IP 10,5 Na,SO; 0,25%" 310,8 68,4
IP 10,0 H,O'T 276,9 69,3
IP 11,0 H,O™T 2748 69,2
IP 10,0 NaCl 0,5 M ultrafiltrado™™ 277,2 69,9
IP 11,0 NaCl 0,5 M ultrafiltrado™™ 250,3 66,6

*massa= 3mg de proteina; p=10°C min™'; gas=N, (100mL min™); pl = 4,5; "pl = 5,0.

De acordo com a Tabela 7, nota-se que o maior valor de entalpia,
energia de ativacao requerida para realizar o processo endotérmico referente a
remocao de agua e processo de desnaturacdao da proteina, € observado nas
condicoes onde se empregou NaCl e Na,SO3, mostrando que a presencga do
sal durante a extracdo, modifica a estrutura da proteina e atua na sua

estabilizacdo. A estabilidade térmica de proteinas é controlada pelo balanco de
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residuos polares e apolares, com elevada estabilidade térmica (7y) para
proteinas de altas proporcoes de residuos apolar (LI-CHAN; MA, 2002).

A Tabela 7 demonstra ainda, para o IP 10,0, que com o aumento da
concentragao de NaCl, de 0,3M para 0,5M NaCl, ocorre a um custo menor de
AH. Para altas concentragcdes de NaCl a solubilidade das proteinas sao
diminuidas devido ao efeito salting-out, podendo ocorrer precipitacdo e
agregacdao de moléculas de proteinas resultante da competicdo entre a
proteina e os ions pela agua (LI-CHAN; MA, 2002).

Para os IPs extraidos na auséncia de sal, pH 10 e pH 11, verificou-se
que o pH influencia no valor de AH, sendo que para pH mais distante da
neutralidade os valores de AH sdo menores, sugerindo que para pH extremos a
estrutura da proteina é alterada provocando a sua desnaturacdo. Resultados
similares foram encontrados para a globulina do arroz (ELLEPOLA; MA, 2006)
e proteinas de semente de linhaca (LI-CHAN; MA, 2002), demonstrando que
para IPs obtidos em pH préximos ao pl as proteinas permanecerem em seu
estado nativo, conduzindo a um maior valor de AH, devido a agédo de forcas
repulsivas fracas.

As Figuras 7 (A e B) apresentam as curvas DSC para os IPs obtidos a
partir da farinha de tremoco. As curvas foram realizadas no intervalo de 30-
140°C e revelam a presenca de um pico endotérmico, na regido de 63-74°C,
correspondente a temperatura de desnaturagao (74) para os IPs.

A Figura 7 (A) revela que: 1- a adicao de NaCl 0,3M promoveu maiores
valores de AH quando comparados com os |IPs obtidos em apenas agua, em

concentracdes mais baixas o sal pode provocar um efeito estabilizante
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atribuido a inducao eletrostatica ou alteracdo na estrutura da 4gua em torno da
proteina promovendo a hidratacdo das moléculas protéicas (ELLEPOLA; MA,
2006); 2- o IP 11,0, comparado com o IP 10,0, ambos sem sal, necessitou de
menor energia de ativacdo (AH) para completar o processo endotérmico,
revelando uma inducdo de desnaturacdo para pHs mais distantes da
neutralidade. O mesmo comportamento foi observado para os IPs obtidos com

NaCl 0,3M nos mesmos pHs.

1 Al 11 B
0 ] —1IP7,0 NaCl0,3 Mol 0 _ —IP 11,0 Na,SO, 0,25%
| ——1P8,0 NaCl0,3 Mol i IP 11,0 NaCl 0,5 Mol
14 —1P 9,0 NaCl0,3 Mol 14 —IP 10,0 NaCl 0,5 Mol
] — 1P 10,0 NaCl1 0,3 Mol .
24 IP 10,0 HO pI 5,0 24
1 —IP11,0H0pIS0 1
3 34
=~
1 2
44 QA B
5 5
1 o 1 o
1z 14
7 ol
84 8
— 7T T—— T —— T —T— 77— T —— T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temperatura/°C Temperatura/°C

Figura 7 — Curvas DSC para: A) IPs sem e com 0,3M NaCl e B) IPs
contendo Na,SO3; e NaCl 0,5M ultrafiltrados.

A Figura 7 (B) mostra os IPs contendo NaCl 0,5M ultrafiltrados e o IP
contendo Na,SO;3; 0,25%, e de acordo com a figura e os dados da Tabela 7,
pode se verificar que: 1- os diferentes sais empregados tiveram efeitos
distintos, sendo que o bissulfito de sédio além de aumentar a T4 apresentou

maior area de pico, consequentemente consumindo mais AH para completar o
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processo de desnaturacao; 2- o IP extraido em pH 10,0 apresentou maior area
de entalpia (~277AH), comparado ao IP 11,0, (~250 AH), revelando haver
inducao no processo de desnaturacao pela agao do pH.

Considerando os resultados de rendimento e conteldo protéico obtido
para os IPs (Tabela 6) e valores de entalpia e estabilidade térmica da proteina
(Tabela 7 e Figuras 7 A e B), relacionados com a preservacao da estrutura
protéica durante o processo de extracdo do IP, foram usadas as condicdes de
pH 10,0, NaCl 0,5M, seguido de didlise. Estas condicbes permitiram obter um
IP com 8,41 £ 0,45% de umidade, 92,41 + 0,4% de proteina, 0,18 + 0,04% de

gordura e 1,91 £ 0,07% de cinzas, em base seca.

5.1.7- Perfil de aminoacidos da farinha de tremoc¢o branco e do IP

O perfil de aminoacidos do tremogo branco (Lupinus albus) e do isolado
protéico (IP), bem como exemplo da literatura e recomendagdes da WHO/
FAO/UNU, estao apresentados na Tabela 8.

De acordo com a Tabela 8, observa-se que os aminoacidos lisina e
triptofano sao limitantes no tremogo integral em comparagdo com a
recomendacdao da WHO/FAO/UNU para idade pré escolar (1-2 anos), na forma
de IP os aminoéacidos histidina, treonina, valina, além dos citados para o
tremoco integral, também apresentam quantidade insuficiente em relacdo a

recomendacao para idade pré escolar.
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Tabela 8 — Perfil de aminoacidos do tremogo branco (Lupinus albus) e
do isolado protéico (g de aminoacido/100 g de proteina),
comparados com a recomendacado da WHO/FAO/UNU (2002).

L, Tremocgo Tremocgo Isolado Recomendado

Aminoacidos branco branco (! orotéico WHO/FAO{ZL)JNU
(2002)

Arginina 12,40 11,91 11,91 --
Cisteina 4,65 1,51 4,61 5 6
Metionina 0,63 0,30 0,22 ’
Histidina 2,17 1,80 1,71 1,8
Isoleucina 4,94 4,41 4,59 3,1
Leucina 8,23 7,39 7,81 6,3
Lisina 4,30 4,09 3,00 5,2
Tirosina 4,80 5,09 5,14 4.6%*
Fenilalanina 4,52 3,76 3,73 ’
Treonina 2,82 3,32 2,62 2,7
Triptofano 0,50 0,45 0,48 0,7
Valina 4,44 3,22 3,50 4,2
Glicina 3,87 3,46 3,39 --

(1) Tremogo branco (Lupinus albus), (Duranti; Cerletti, 1979); (2) Recomendagéo para idade pré escolar;
*(Met+Cys); **(Phe+Tyr)

O consumo de tremoco seja em forma integral ou de isolado protéico, na
alimentacdo humana, ndo seria fonte completa de aminoacidos recomendados,
havendo a necessidade de estar suplementando com outra fonte de alimentos
protéicos.

Spielman et al. (2007) relataram o tremogco como tendo o triptofano
como aminodcido limitante, porém outros autores também suplementaram suas
dietas com lisina e metionina (CHANGO et al., 1998; MARTINS et al., 2005;
BETTIZIECHE et al., 2008).

Nesse trabalho usou-se hamsters para avaliar o efeito do consumo de
tremoco e seu isolado protéico no metabolismo de colesterol, portanto seguiu-
se uma referéncia propria para roedores (REEVES et al.,, 1993; NCR, 1995),

sendo necessario suplementar os aminoacidos lisina, metionina e triptofano.
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5.2 Experimento biolégico

O ensaio biolégico foi realizado no Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de Sao Paulo (IMT/USP). O protocolo experimental foi seguido de
acordo com trabalhos anteriores realizados no Laboratério de Bioquimica e

Propriedades Funcionais de Alimentos da Faculdade de Saude Publica da

Universidade de Sao Paulo (FSP/USP).

5.2.1- Composicao das dietas experimentais

A composigao nutricional das dietas utilizadas no experimento biolégico

esta apresentada na Tabela 9. Os valores obtidos para os parametros proteina,

lipidios e colesterol, estdo de acordo com o planejado

(Tabela 3),

apresentando-se com 20% de proteina, 20% de lipidios (maximo permitido pela

NCR, 1995) e 0,1% de colesterol.

Tabela 9 — Composigdo das dietas utilizadas no experimento bioldgico,
representada em g/100g de dieta, em base seca.

Ingredientes (%) HC IP Fl Aprotéica
Umidade 5,10+0,12 10,92 £ 0,07 9,92 + 0,11 2,64 £0,15
Proteina* 21,14 +0,10* 21,08 +0,20° 21,31 +0,30® 0,32+0,10°
Lipidios 20,13 £0,14* 19,96 £0,07% 19,97 +0,23%® 20,6 +0,17%
Cinzas 2,52 £ 0,05 2,64 £ 0,04 2,65+0,13 2,33 £0,11
Carboidratos™* 51,01 £15,00 45,31 £0,10 46,05+0,20 74,02+0,15
Colesterol 0,10+0,09* 0,09+0,03*® 0,10+0,09° 0,09+0,03°

*Fator de conversédo da proteina=6,25; **Calculado pela diferenga (inclui fibras); Resultados expressos em média + desvio
padrao; Letras iguais na mesma linha nao representam diferenga significativa (p>0,05); HC= Dieta hipercolesterolémica
controle, IP= Dieta hipercolesterolémica com isolado protéico, Fl= Dieta hipercolesterolémica com farinha integral.
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A Tabela 9 ainda nos mostra que nao houve diferenca significativa, ao

nivel de 5%, para os parametros colesterol e lipidios em todas as dietas

experimentais. Ja para o parametro proteina, as dietas experimentais

apresentaram diferenca significativa com a dieta aprotéica, nesse caso isso ja

era esperado, uma vez que essa dieta tinha a finalidade de servir como
alimento para o grupo da digestibilidade da proteina.

A Tabela 10 mostra o perfil de acidos graxos das dietas utilizadas no

experimento bioldgico.

Tabela 10 — Perfil de acidos graxos das dietas experimentais utilizadas no
experimento bioldgico.

Acido graxo HC IP FI AP

Total saturado 68,70 + 1,002 67,9 +2,000 60,26 +1,40° 67,35 + 1,002
Total monoinsaturado 14,10 +0,98° 1455+1,30° 29,1 +1,10® 14,6+ 0,96°
Total poliinsaturado 16,10 +1,10° 16,97 +1,40° 7.8+2,00° 17,4 +1,20°

Resultados expressos em porcentagem; Letras iguais na mesma linha ndo representam diferenga significativa (p>0,05). HC=
Dieta hipercolesterolémica controle, IP= Dieta hipercolesterolémica com isolado protéico, Fl= Dieta hipercolesterolémica com
farinha integral.

De acordo com a Tabela 10 observou-se diferencas significativas nos
perfis de acidos graxos das dietas experimentais HC, IP e AP em relacdo a
dieta Fl, esse fato se deu uma vez que o perfil de acidos graxos do tremoco
(Tabela 5) é diferente ao 6leo de soja, usado nas dietas para compensar nas
quantidades de 6leo insaturado presente na farinha de tremoco.

Entretanto a prevaléncia de acidos graxos saturados foi maior para

todas as dietas em relacdo aos acidos graxos insaturados.
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Contudo, as dietas experimentais (HC, FI e IP) apresentaram-se com
perfis de colesterol, lipidios totais e proteinas semelhantes, possibilitando que

fosse avaliado o efeito da origem da proteina em cada dieta.

5.2.2 — Consumo da Dieta e dados fisiolégicos dos animais

No recebimento dos animais recém desmamados (4 semanas) 0 peso
médio foi de 84,3 + 7,49, a partir desse momento foram alojados em gaiolas
individuais e submetidos a 1 semana de adaptacdo com ragdo comercial para
posterior introducdo da dieta hipercolesterolémica durante 21 dias. Apds esse
periodo os animais foram divididos em 3 grupos de pesos médios iguais para
iniciar o experimento com todas as dietas experimentais.

O peso inicial e final dos animais e ingestao total durante os 28 dias com
dietas experimentais, ganho de peso, consumo diario médio e coeficiente de
eficacia alimentar (CEA) das dietas com caseina, IP e Fl estdo apresentados
na Tabela 11.

O consumo da dieta foi monitorado diariamente pela diferenca entre a
racéo oferecida e o remanescente. O CEA foi obtido pela razdo entre o ganho
de peso total e 0 consumo da dieta durante o experimento (28 dias com dietas
experimentais). De acordo com os resultados obtidos observou-se que o ganho
de peso foi significativamente maior para o grupo Fl, e que provavelmente se
deve ao alto valor de coeficiente de eficacia alimentar (CEA) apresentado
nessa racao. O peso final foi menor para o grupo IP que diferiu estatisticamente

dos demais grupos.
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Tabela 11 — Dados fisiologicos e peso relativo do figado dos hamsters
alimentados com diferentes dietas experimentais.

Grupo experimental HC IP Fl

Peso final (g) 1428 +6,37° 137,4+3,92° 1456 +6,55°
Ganho de peso (28 dias) 12,68 + 4,35° 11,82 +1,32° 19,03 + 3,18?
Consumo diario (g/d) 6,62 £ 0,06 6,37 £ 0,30 6,57 £ 0,68
CEA (%)* 6,87 + 2,38° 6,63+0,75° 10,35 +1,60°
Ingestao total da dieta (g) 185,24 £1,79 178,47 £ 0,86 184,2 + 9,55
Figado g/100** 4,91 +0,212 4,46 0,26  4,09+0,14°

*CEA= ganho de peso/ingestdo de alimentos multiplicado por 100; **peso do figado expresso em g/100 de peso
corpéreo; Média + erro-padrdo; Letras iguais na mesma linha ndo representam diferenga significativa (p>0,05); HC=
Dieta hipercolesterolémica controle, IP= Dieta hipercolesterolémica com isolado protéico, Fl= Dieta
hipercolesterolémica com farinha integral.

Entretanto, em relacdo ao peso do figado observou-se diferenca
significativa para o grupo FlI em relacdo ao grupo que consumiu a racao
hipercolesterolémica HC, demonstrando que o peso corp6reo nao afetou o
peso do figado.

A farinha integral de tremoc¢o adicionada na dieta enriquecida com
colesterol induziu uma significativa reducao no peso do figado dos animais que
consumiram a dieta contendo a caseina como fonte protéica. A média de peso
do figado do grupo FI foi menor que do grupo HC e igual ao grupo IP. O maior
peso relativo do grupo HC se deve provavelmente a deposicao de gordura
nesses 6rgaos.

Frota et al. (2008) usando o mesmo protocolo experimental para testar o
feijdo guandu, encontrou resultados similares em relagdo aos pesos dos
figados, sugerindo que o colesterol é eliminado do corpo principalmente via
sistema hepatobiliar ou como acidos biliares, e uma excrecdo aumentada de
colesterol do figado via bile para o grupo Fl, pode explicar o menor peso do

6rgao nesses grupos.
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Outros trabalhos comparando o efeito de proteinas de leguminosas e
seus isolados protéicos com a caseina, utilizando dietas hiperlipidicas e
hipercolesterolémicas, relatam o mesmo fendmeno ocorrido no presente
trabalho. Macarulla et al. (2001), ao comparar o efeito do feijao e seu isolado
protéico, relataram que o aumento do peso relativo do figado ocorreu,
principalmente, pelo acréscimo de colesterol total, fosfolipidios e triglicerideos
acumulados no figado.

O isolado protéico de soja, estudado por Fukui et al. (2004), também
apresentou o0 mesmo fenbmeno que nos trabalhos referidos anteriormente.
Segundo o autor a diminuicao do peso pode ser um indicio de que as proteinas
das leguminosas apresentam efeito hipocolesterolemizante em virtude da maior
excrecao de esterdis acidos e neutros, consequentemente ocorre um menor
acumulo desses no figado.

Spielmann et al. (2007), também relataram menor peso de figado para
animais (ratos) que consumiram as proteinas de tremog¢o em comparacao com
a caseina também atribuindo a uma diminuicdo de triglicerideos presentes no
figado. A reducdo da concentracdo de triglicerideos no figado de ratos, em
estudo utilizando proteinas de tremoco, ja havia sido relatada por Sirtori et al.
(2004), porém, sendo atribuido a um processo de alteracdo de expressédo de
genes da enzima SREBP-1c, responsavel por regular a sintese de acidos
graxos e triglicérides no figado. Em modos gerais, os resultados relativos ao
peso do figado obtido no presente estudo corroboram com os resultados da

literatura citada.
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5.2.3 — Perdfil Lipidico

Os marcadores plasmaticos para colesterol total, HDL colesterol,
triglicerideos e colesterol ndo-HDL (VLDL + LDL colesterol) foram obtidos em 4
momentos do experimento conforme procedimento descrito no item 4.2.6.5.

A Figura 8 apresenta os resultados de colesterol total. De acordo com a
figura, é possivel observar que houve elevacao na concentracao plasmatica de
colesterol no periodo de 21 dias, apés o consumo da dieta
hipercolesterolemizante, sendo atingido o objetivo de hipercolesterolemizacao
com a dieta contendo 20% caseina, 0,1% de colesterol e 13,5% de gordura de

COCO.

Figura 8 — Concentracao de colesterol total (mg/dL) no plasma de
hamsters em diferentes momentos: Basal (7 dias), apos
hipercolesterolemia (28 dias), apés 14 dias de dieta
experimental (42 dias) e final do experimento (56 dias).
Valores expressos em média * erro-padrao.
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O aumento na concentracdo de colesterol total ja foi relatado para
hamsters alimentados com dietas contendo quantidade de colesterol similar a
usada nesse estudo (TERPSTRA et al., 1994; CHEUNG, 1998; FROTA et al.,
2008).

Apés o inicio da intervencao dietética, a partir do dia 28, observou-se
que a dieta contendo caseina (HC) teve uma tendéncia de continuar
aumentando os niveis de colesterol, diferindo significativamente das dietas
contendo o isolado protéico (IP) e a farinha de tremoco integral (FI). Porém os
resultados obtidos no tempo final do experimento para as dietas IP e Fl ndo
diferiram dos resultados obtidos no momento da hipercolesterolemia.

Esse comportamento sugere que a substituicdo da fonte protéica de
certa forma freou a tendéncia de aumento do colesterol, observado para a dieta
HC. Esse comportamento pode ter ocorrido devido as quantidades de gordura
e proteina serem iguais (20% na composicdo da dieta), logo houve uma
“neutralizacdo” no aumento do colesterol. Apesar da NRC (1995) recomendar a
quantidade de gordura entre 4-20%, poucos trabalhos na literatura foram
encontrados com esse teor, talvez por ndo apresentar uma boa resposta ou ser
a causa de morte de alguns animais.

Os triglicerideos também tiveram seus valores aumentados apéds a
introducdo da dieta hipercolesterolémica por 21 dias, e seus resultados estao
apresentados na Figura 9.

Apébs 14 dias de dieta experimental (42 dias de experimento), observou-
se um diminuicdo de triglicerideos para o grupo IP em relagdo aos demais

grupos. Essa diminuicdo foi significativamente diferente no periodo final do
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experimento, diminuindo, inclusive, quando comparado ao momento

hipercolesterolemia (28 dias) dos animais.

Figura 9 — Concentracao de triglicerideos (mg/dL) no plasma de
hamsters em diferentes momentos: Basal (7 dias), apos
hipercolesterolemia (28 dias), apés 14 dias de dieta
experimental (42 dias) e final do experimento (56 dias).
Valores expressos em média * erro-padrao.

Essa diminuicdo de triglicerideos no tempo final comparado ao tempo
hipercolesterolemia também foi observada por Frota et al. (2008) usando
protocolo experimental similar, com o feijao caupi e sua proteina isolada como
fonte protéica. Entretanto para o feijdo caupi nédo houve diferencas
significativas para os grupos experimentais no momento final do experimento.

Os valores de HDL colesterol estdo apresentados na Figura 10.

De acordo com a Figura 10, os niveis de HDL colesterol foram

aumentados no periodo de hipercolesterolemia. Esses valores foram
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aumentados para os grupos IP e Fl ap6s 14 dias de intervencao sendo que no
final do experimento o grupo FI diferenciou, significativamente, dos demais. Os
grupos HC e IP nao apresentaram diferencas significativas entre ambos, porém
todos os valores no periodo final foram maiores quando comparados ao valor

da hipercolesterolemia.

Figura 10 — Concentracédo de colesterol HDL (mg/dL) no plasma de
hamsters em diferentes momentos: Basal (7 dias), apo6s
hipercolesterolemia (28 dias), apdés 14 dias de dieta
experimental (42 dias) e final do experimento (56 dias).
Valores expressos em média * erro-padrao.

No presente trabalho foi observada uma reducdo significativa de
colesterol total pelo grupo Fl e IP, e consequentemente um maior valor de
coeficiente da relacdo colesterol total/HDL-C para o grupo Fl, sendo
significativamente maior que os grupos IP e HC. Resultados semelhantes

foram relatados por Bettzieche et al. (2008) usando extratos de tremoco, porém

em ratos. Entretanto outros trabalhos realizados em hamsters usando a fracéao
81



Resultados e discusséao
nao digerivel da soja e seus extratos protéicos (GATCHALIAN-YEE et al.,
1997) e o feijao caupi e sua proteina isolada (FROTA et al., 2008), relataram
que 0 grupo que apresentou reducao de colesterol total, também apresentou
reducao de HDL-C.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura usando tremoco e seu
isolado protéico em hamsters como modelo experimental, ficando sem
referéncia para compreender os resultados encontrados.

Para o colesterol ndo-HDL também houve reducao significativa para os
grupos IP e Fl, sendo mais acentuada para o grupo Fl. De acordo com a
Figura 11, observou-se que a reducao € evidente ap6s 14 dias de intervencao,

sendo mais acentuada para o grupo IP.

Figura 11 — Concentracdo de VLDL + LDL colesterol, como
colesterol ndo-HDL (mg/dL) no plasma de hamsters em
diferentes momentos: Basal (7  dias), apos
hipercolesterolemia (28 dias), apdés 14 dias de dieta
experimental (42 dias) e final do experimento (56 dias).
Valores expressos em média * erro-padrao.
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A Figura 11 também demonstrou uma tendéncia de diminuicdo do
colesterol ndo-HDL apéds intervencao dietética, quando comparados com 0s
niveis da hipercolesterolemia e do grupo HC, contrario do observado para o
colesterol total, niveis finais similares ao do momento da hipercolesterolemia,
apontando que além de inibir o aumento também diminuem os valores de
colesterol ndo-HDL.
Ao término do experimento houve reducado significativa de colesterol
nao-HDL para os grupos IP e Fl em relagéo ao grupo controle (HC).
Os resultados do perfil lipidico dos hamsters ao final do periodo
experimental nos diferentes grupos (HC, IP e Fl), estdo apresentados na

Tabela 12.

Tabela 12 — Perfil lipidico dos hamsters alimentados com diferentes dietas ricas
em colesterol contendo caseina, isolado protéico de tremoco e farinha
integral de tremoc¢o no momento final do experimento.

Perfil lipidico HC IP FI
Colesterol total 240,48 + 6,36° 203,7 +3,87° 199,87 + 4,37°
HDL colesterol 105,81 + 3,56° 107,6 + 4,04° 123,67 + 2,022
HDL/Colesterol total 0,48 + 0,02° 0,53 + 0,022 0,62 + 0,022
Triglicerideos 120,12 +9,88% 89,91 +3,8° 146,66 + 5,29°
Colesterol ndo-HDL* 134,67 + 9,022 96,11 +6,18° 76,2 + 4,62°

*Colesterol ndo HDL = colesterol total — HDL colesterol; Os resultados estdo expressos em mg/dL; Média + erro-padrao;
Letras iguais na mesma linha nao representam diferenga significativa (p>0,05); HC= Dieta hipercolesterolémica controle, |P=
Dieta hipercolesterolémica com isolado protéico, Fl= Dieta hipercolesterolémica com farinha integral.

De acordo com a tabela 12, observou-se que a reducao de colesterol
total do grupo IP e Fl foi de 15,3 e 16,88% respectivamente em relacao ao
grupo HC. Ja em relacéo a fracao colesterol ndo-HDL a reducéo foi de 28,6 e

43,41% respectivamente para os grupos IP e FI em comparagdo com o grupo
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HC, revelando que nesse estudo houve uma melhor eficiéncia na reducao de
concentracao plasmatica para essa fragao.

De acordo com o protocolo experimental, observou-se que os valores de
colesterol total s&o significativamente menores para os grupos IP e Fl quando
comparados com o grupo HC, porém a reducao é de baixa intensidade quando
comparados aos niveis da fragdo ndo-HDL.

Fica evidente, principalmente para o grupo Fl, que ocorre uma maior
variagdo na distribuicdo das fragbes ndao-HDL e HDL-C, sendo inversamente
proporcional ao grupo HC, que apresentou maiores valores para a fragdo nao-

HDL.

5.2.4 — Digestibilidade Verdadeira

Um possivel mecanismo que poderia explicar a reducdo do colesterol
nos animais alimentados com dieta contendo farinha de tremoco integral e seu
isolado protéico, seria a menor digestibilidade verdadeira da proteina
proveniente da dieta consumida. A dieta contendo a farinha integral de tremogo
apresentou a maior reducao de colesterol total e colesterol nao-HDL, uma
possivel causa seria justamente a menor digestibilidade dessa proteina
presente nessa dieta, provavelmente devido aos outros componentes bioativos
presentes no grao integral, como saponinas, fitoesterdis e fioras (MARTINS et
al., 2005).

Terpstra et al. (1994) relataram que a proteina de soja possui menor

digestibilidade que a caseina e que essa fracao indigerivel pode atuar como
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fibora complexando-se aos acidos biliares, diminuindo sua absorgcdo e
favorecendo sua excrecao.

A Tabela 13 apresenta os valores de digestibilidade verdadeira para as

dietas contendo caseina (HC), isolado protéico (IP) e farinha integral de

tremoco (FI), como fonte protéica.

Tabela 13 — Digestibilidade verdadeira (%) das proteinas presente
nas dietas utilizadas no experimento bioldgico.

Fontes protéicas Digestibilidade verdadeira
Caseina 99,3 +0,3%

Isolado protéico 95,3 +1,12

Farinha de tremoco 88,3 +3,3°

I(_F;a::)aZSi)guais na mesma coluna néao representam diferenga significativa; Média + erro-padréo

A digestibilidade do grupo farinha integral foi significativamente menor
em relagdo ao grupo caseina e isolado protéico, demonstrando que a menor
digestibilidade para esse grupo pode justificar o maior efeito
hipocolesterolémico.

Os resultados de digestibilidade para a caseina e isolado protéico nao
apresentaram diferencas significativas entre si. Resultados semelhantes foram
relatado por Neves et al. (2006), quando foi avaliado a digestibilidade da fracdo
globulina total do tremocgo, e ndo apresentou diferengas significativas com a
caseina, porém em relagdo a farinha foi constatado diferenca significativa,
apresentando apenas 86,2% de digestibilidade verdadeira, valor semelhante a

esse trabalho.
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No entanto a digestibilidade do isolado nao diferiu da caseina, podendo
sugerir que a reducado de colesterol total e colesterol ndo-HDL causada por
essa fragao, nao foi por esse possivel efeito fibra.

O aumento da digestibilidade do isolado protéico pode ser atribuido ao
processo de isolamento, onde ocorre a desnaturacéo de proteinas, eliminacao
de fatores antinutricionais e outros componentes que deixam a proteina mais
disponivel a agao enzimatica.

Frota et al. (2008), ao analisarem a digestibilidade verdadeira do isolado
protéico do de feijao caupi obteve valor de 96,8%, resultado que exclui o efeito
fibora como responsavel pela acdo hipocolesterolemizante da proteina
estudada. Resultados semelhantes foram encontrados por Mendoncga et al.
(2009), ao estudarem o efeito do isolado protéico de amaranto, obtendo valores
de digestibilidade verdadeira de 99,8%. Esses resultados corroboram com os
encontrados nesse estudo, em que a alta digestibilidade de proteina isolada do
tremoco nos leva a concluir que nao foi o efeito fibra da proteina o responsavel

pela reducao nos niveis plasmaticos de colesterol total e colesterol nao-HDL.

5.2.5 — Teores de Colesterol e Acidos biliares nas Fezes

O mecanismo mais provavel pelo efeito hipocolesterolémico das
leguminosas e proteinas vegetais é o aumento da excrecdo de 4cidos biliares e
aumento do fluxo de colesterol para este caminho, assim como acontece com a

administracdo de resinas ligadoras de acidos biliares, os quais estimulam a
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sintese de acidos biliares através da interrupcao parcial do controle de retorno
negativo (DUANE, 1997).

O aumento da excrecao de colesterol e acidos biliares nas fezes foram
relatados para dietas contendo leguminosas integrais de alto contetdo protéico
e fibras, e com componentes bioativos, fitoesterodis e saponinas (MACARULLA
et al., 2001; MARTINS et al., 2005; FROTA et al., 2008).

Esses componentes bioativos atuam no trato intestinal, geralmente
considerado como mecanismo primario, complexando-se em micelas mistas de
colesterol dietético e acidos biliares (CARR et al., 2002), podendo modular a
expressao dos transportadores de colesterol exdgeno e acidos biliares, ABCG5
e ABCG8 e NPC1L1, reduzindo a absorcao de colesterol e a reabsorcédo de
acidos biliares (TURLEY; DIETSCHY, 2003; JONG et al., 2003).

Em conjunto com o aumento da sintese de &cidos biliares, o consumo
de leguminosa também resulta em balango de colesterol negativo, indicando
aumento na sintese de colesterol, provavelmente para compensar 0 aumento
de conversdao em &cidos biliares (DUANE, 1997). O aumento na sintese de
colesterol ap6s o consumo de leguminosa integral pode ser confirmada através
de estudo realizado por Martins et al. (2004 e 2005), que encontraram duas
vezes maior a atividade de Hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA
redutase) em porcos que receberam dieta contendo ervilha intacta comparado
ao grupo que recebeu caseina e dezesseis vezes maior atividade de HMG-CoA
redutase em porcos que receberam dieta contendo tremoco integral comparado

a caseina.

87



Resultados e discusséo

Macarulla et al. (2001), também observaram que as leguminosas
aumentam o anabolismo de colesterol por causa da redugdo da absorcédo de
acidos biliares e colesterol, e consequentemente aumentando a atividade da
HMG-CoA redutase no figado.

Além das leguminosas integrais, suas proteinas isoladas tem se
destacado por apresentarem propriedades hipocolesterolemizantes. Estudos
desenvolvidos em hamsters e ratos evidenciam que a proteina de soja
aumenta a excrecao fecal de acidos biliares comparada a caseina (WRIGHT;
SALTER, 1998; FUKUI et al., 2004).

Sugano (1990) e Nagaoka et al. (1999) relataram que peptideos
hidrofébicos de alto peso molecular obtidos apds hidrolise enzimatica de
isolado protéico de soja tem um efeito redutor de colesterol semelhante a
proteina intacta. Esses peptideos resistentes as enzimas tripsina e peptidase,
conhecidos como fragdo nao digerivel, podem ter propriedade similar aquelas
da fibra dietética na sua habilidade de se ligar aos acidos biliares e colesterol, e
assim, aumentar a sua excrec¢ao fecal.

Os resultados de peso das fezes secas, teores de acidos biliares
excretados nas fezes por dia e colesterol excretado nas fezes por dia, foram
determinados e ajustados por 100g de peso corporal e estdo apresentados na
Tabela 14.

De acordo com a Tabela 14 observou-se que ndo houve diferencas
significativas entre a excrecdo de acidos biliares e colesterol entre 0os grupos

isolado e caseina, sugerindo que o isolado protéico reduziu o colesterol total e
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a fragdo nao-HDL-C plasmatico por outra via, provavelmente inibindo a sintese

de colesterol.

Tabela 14 — Excrecao fecal de colesterol e acidos biliares, peso das fezes dos

hamsters alimentados com diferentes dietas experimentais.

Variaveis Caseina Isolado Tremoco
ooy 6 fozes secas ,1340,10 1,26 + 0,20 1,65 + 0,30
Acido biliar (umol/dia) 1,62 +0,30° 2,5 +0,20% 4,05 + 0,50?
Acido biliar

(umol/dia/100g de peso 1,14 £0,10° 1,88 +0,20% 3 +0,90°
corporal)

Colesterol (umol/dia) 2,10 +0,24° 2,89 +0,10° 6,42 +0,18°

Colesterol (umol/dia/100g
de peso corporal)

Média + erro-padrao; Letras iguais na mesma coluna ndo representam diferenga significativa (p>0,05)

Frota et al. (2008), ao estudarem o feijao caupi e sua proteina isolada
em hamsters, também encontraram resultados similares, sugerindo que o
efeito da proteina isolada na reducdo do colesterol sérico seja ao nivel
enzimatico, agindo na inibicdo da sintese de colesterol.

Por outro lado para o grupo Fl observou-se um aumento significativo de
colesterol e acidos biliares excretados nas fezes. Esses resultados também
podem sugerir uma associacao entre a menor digestibilidade da proteina do
grupo tremoco integral e a presencga de outros componentes bioativos, como as
fibras, fitoesterdis e saponinas, na redugéo do colesterol.

Hall et al. (2005) estudaram o efeito de dietas enriquecidas com fibras
de tremoco (cascas trituradas), no perfil lipidico de humanos e relataram

diminui¢do significativa nos parametros colesterol total e LDL-C, sugerindo a
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inibicdo da absorcao intestinal de colesterol como mecanismo de acgao.
Também ¢é atribuido ao consumo dessas fibras, a reducao de riscos de cancer
de célon em homens (JOHNSON et al., 2006) devido a agao prébiotica na flora
intestinal, estimulando o crescimento de col6nias de bifidobactérias (SMITH et
al., 2006).

Martins et al. (2005), ao estudarem o efeito do tremoco integral em
porcos com ileo retal anastomisados e intactos, constataram aumento
significativo de colesterol fecal quando comparado ao grupo que recebeu a

caseina como fonte protéica, sugerindo a acao de fibras e fitoesterois.

5.2.6 — Analise Histologica

O acumulo de lipideos em tecidos que nao sejam o adiposo impede o
metabolismo celular normal, comprometendo a viabilidade celular. O dano
induzido pelos acidos graxos é chamado de lipotoxicidade que no figado causa
a esteatose hepatica frequentemente referida como doenga do figado
gorduroso nao alcodlico. Esse termo engloba um espectro de doencgas variando
de um simples acumulo de triglicerideos nos hepatdcitos a esteatose hepatica
com inflamacao, fibrose e cirrose. O consumo de proteina de soja previne o
acumulo de triglicerideos no figado, reduzindo o efeito deletério da
lipotoxicidade (ASCENCIO et al., 2004). O mecanismo pelo qual a proteina de
soja previne esse acumulo se da pela reducao na biossintese de triglicerideos
e acidos graxos, acrescido do aumento a oxidagcao dos ultimos (TOVAR et al.,

2005).
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Estudos realizados por Tovar et al. (2005) investigaram se 0 consumo
de proteina de soja comparado a caseina pode prevenir o aparecimento de
anormalidades nos lipideos hepaticos de ratos, nesse estudo foi encontrado
diferenca no acumulo de lipidios hepaticos, onde menor acumulo foi observado
nos ratos que consumiam a proteina de soja. Os resultados indicam que a
proteina de soja reduz a biossintese de acidos graxos no figado desses
animais.

Spielman et al. (2007) usando a proteina do tremoco em ratos, também
atribuiram uma reducdo de ftriglicerideos e acidos graxos no figado
relacionadas a redugdo dessa biossintese, ligadas diretamente a SREPB-1c,
que é o principal regulador de biossintese de acidos graxos no figado.

A avaliacao histolégica do figado incluiu a analise semi-quantitativa da
presenca de gordura micro e macro-vesical. Para esta analise todas as laminas
foram codificadas e analisadas por um patologista sem conhecimento prévio
dos tratamentos aos quais 0s animais haviam sido submetidos. O grau de
esteatose hepatica foi graduado em uma escala de 0 até 4+, cuja classificagao

esta demonstrada na Tabela 15.

Tabela 15 — Escores de esteatose hepatica e respectivos significados clinicos.

Escore Significado clinico

0 Auséncia de esteatose

1+ Esteatose focal (em menos de 50% das vias centro lobulares)
2+ Esteatose em mais de 50% das veias centro lobulares

3+ Esteatose difusa

4+ Esteatose difusa e intensa
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A Figura 12 mostra a imagem do figado dos animais pertencentes ao
grupo experimental alimentado com a dieta HC (caseina).

De acordo com a Figura 12 observa-se que a esteatose se encontra em
escore 4+ (difusa e intensa), conforme orientacdo das setas apontando para as
deposicoes de glébulos de gorduras com diferentes tamanhos dentro das
células parenquimais, estando presente tanto nos hepatdcitos periportais

quanto nos pericentrais.

Figura 12 — Fotomicrografia de seccdes de 5um de
espessura do figado coradas com HE em
aumento de 400 X, ilustrando o acumulo de
gordura hepatica difusa e intensa, em
hamster do grupo CASEINA.
A Figura 13 mostra a imagem do figado dos animais pertencentes ao
grupo experimental alimentado com a dieta IP (ISOLADO PROTEICO).

De acordo com a Figura 13, observou-se que o acumulo de gordura

hepatica no hamsters do grupo isolado protéico foi focal quando comparado
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com o grupo caseina (difundido). Nesse caso o grau de esteatose foi 1+

(esteatose focal).

Figura 13 — Fotomicrografia de seccdes de 5um de
espessura do figado coradas com HE em
aumento de 400 X, ilustrando o acumulo de
gordura hepatica centro lobular, em
hamster do grupo ISOLADO PROTEICO.

A Figura 14 mostra a imagem do figado dos animais pertencentes ao
grupo experimental alimentado com a dieta FI (FARINHA INTEGRAL).

Para esse grupo o nivel de esteatose foi denominado de nivel 1-, apesar
desse valor ndo aparecer na Tabela 15, significa que houve uma esteatose
focal, porém, de menor intensidade que a esteatose apresentada para o grupo
IP.

Nesse caso as setas mostram as d&reas preservadas do 6rgao,

revelando o efeito hepatoprotetor da farinha de tremoco.
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— —

Figura 14 — Fotomicrografia de seccdes de 5um de
espessura do figado coradas com HE em
aumento de 400 X, ilustrando o acumulo de
gordura hepatica, em hamster do grupo
FARINHA INTEGRAL.

Ha relatos de que o tratamento com alta concentracdo de colesterol
pode causar danos no figado (BOLKENT et al., 2004). Entretanto, no presente
trabalho foi observado que as dietas contendo o isolado protéico e
principalmente a farinha integral do tremog¢o conseguiram inibir 0 avango de
esteatose, observado para o grupo caseina.

As andlises histoldgicas do coracado e arco aédrtico ndo demonstraram
formacao de placas de ateroma, nem alteracbes no ventriculo esquerdo
compativeis de aterosclerose estabelecida. Para os demais érgdos removidos

e estudados, ndo foram encontrados alteracées sugestivas de patologia

estabelecida.
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6 CONCLUSOES

Com este estudo pode-se concluir que o tremoco integral e seu isolado
protéico apresentaram eficiéncia na reducdo de colesterol total e colesterol
nao-HDL. A proteina é o componente desse grao responsavel por grande parte
do efeito hipocolesterolemizante (reducéao de 15,3% no colesterol total e 28,6%
no colesterol ndo-HDL observado no grupo isolado). Aparentemente ha um
sinergismo entre outros componentes do grao integral, como fibras, saponinas
e fitoesterdis que potencializam esse efeito hipocolesterolemizante.

O isolado protéico e o tremogo integral apresentaram efeito
hepatoprotetor reduzindo o acumulo de gordura nos hepatocitos, mesmo na
presencga de dieta contendo elevados teores de gorduras e colesterol.

O mecanismo pelo qual o isolado protéico de tremogo proporcionou o
efeito hepatoprotetor e hipocolesterolemizante ainda nao esta esclarecido, pois
nao foi observada diferenca significativa na excrecdo de &cidos biliares e
colesterol nas fezes comparado ao grupo caseina, nem na digestibilidade
verdadeira.

Para o tremoco integral ficou elucidado que os efeitos benéficos deste
grao estdo associados a menor absorcdo e ou reabsor¢cdo de colesterol,
excretado nas fezes, diante da menor digestibilidade da semente quando
comparada a proteina de origem animal, que pode interferir juntamente com
outros componentes na redugcédo da reabsorcao éntero-hepatica e no aumento

da excrecao de acidos biliares e colesterol nas fezes.
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Por fim, os resultados obtidos no presente trabalho corroborando com o

que ja é dito na literatura, conclui-se que o tremog¢o possui potencial funcional e
contribui para uma alimentacdo saudavel e equilibrada, colaborando com a

manutencao da qualidade de vida.
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