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RESUMO

Estudos em animais e humanos tém demonstrado que as proteinas de leguminosas
exercem um efeito redutor do colesterol e triacilglicerideos. Neste cenario, a acao da
proteina B-conglicinina de soja tem sido notadamente confirmada. Recentemente,
proteinas de outras espécies também tém recebido atencdo, em parte pela
homologia a da soja. No presente estudo foram avaliados os efeitos da
administracdo das proteinas do tipo vicilina (7S) isoladas da soja (Glycine max L.
Merrill), feijdes caupi (Vigna unguiculata L. Walp) e adzuki (Vigna angularis Willd),
em ratos dislipidémicos induzidos pela dieta. A mais relevante constatacao
observada neste estudo foi que as proteinas exerceram uma importante atividade
hipocolesterolémica. Os animais tratados com a [-conglicinina apresentaram
menores concentragdes séricas de colesterol total, ndo-HDL-c e triacilglicerideos em
22, 39 e 21%, respectivamente, e os tratados com a B-vignina do caupi e adzuki
apresentaram reducao dos niveis de colesterol (entre 32-33%) e ndao-HDL-c (entre
53-54%) superiores aos efeitos observados pela sinvastatina (colesterol -21% e néo-
HDL -31%). Embora o mecanismo de acdo dessas proteinas ainda ndo seja
totalmente conhecido, uma hip6tese observada no estudo foi a alteracdo na
expressdo de genes da acido graxo sintase (FAS, menores entre 10-28%), HMG-
CoA redutase (menores entre 12-48%), HMG-CoA sintase (menores entre 74-83%),
fatores regulatorios da sintese do colesterol e triacilglicerideos, SREBP-2 (menores
entre 33-57%) e receptor de LDL (aumentado entre 12-93%). Estes resultados
fornecem evidéncias para o reconhecimento da acdo hipocolesterolémica exercida
por essas proteinas, e contribuem aos achados da literatura que atribuem esse
efeito, em parte, a regulacdo de mRNA de enzimas e fatores regulatorios

relacionados ao metabolismo dos lipides.

Palavras-chave: Leguminosas. Vicilinas. Colesterol. Triacilglicerideo. mRNA. Ratos.



ABSTRACT

Studies in animals and humans have shown that proteins of legumes exert a
lowering effect on cholesterol and triacylglycerides. In this scenario, the action of the
protein B-conglycinin from soybean has been remarkably confirmed. Recently,
proteins from other species have also received attention in part by homology to the
soybean. In the present study, we evaluated the effects of administration of type-
vicilin proteins (7S) isolated from soybean (Glycine max L. Merrill), cowpea beans
(Vigna unguiculata L. Walp) and adzuki (Vigna angularis Willd) in dyslipidemic rats
induced by diet. The most significant finding in this study was that the proteins
exerted an important hypocholesterolemic activity. The animals treated with [3-
conglycinin had lower serum concentrations of total cholesterol, nhon-HDL-C and
triacylglycerides in 22, 39 and 21%, respectively, and those treated with cowpea and
adzuki B-vignin showed minors levels of cholesterol (between 32-33%) and non-HDL-
C (between 53-54%) greater than the effects observed for simvastatin (-21%
cholesterol, non-HDL -31%). Although the mechanism of action of these proteins is
not yet fully understood, a hypothesis observed in the study was the change in gene
expression of fatty acid synthase (FAS, minor between 10-28%), HMG-CoA
reductase (minor between 12-48 %), HMG-CoA synthase (between 74-83% lower)
regulatory factors synthesis of cholesterol and triacylglycerides, SREBP-2 (minor
between 33-57%) and LDL receptor (increased between 12-93%). These results give
evidence for the recognition of hypocholesterolemic action exerted by these proteins,
and contribute to findings that attribute the effect to the regulation of mRNA of

enzymes and regulatory factors related to lipid metabolism.

Keywords: Legumes. Vicilins. Cholesterol. Triacylglycerides. mRNA. Rats.
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1 INTRODUCAO

As plantas da familia das leguminosas representam a terceira maior entre as
angiospermas, compreendendo aproximadamente 730 géneros com mais de 19,400
espécies, sendo considerada a primeira em importancia agricola e econémica dentre
as Dicotiledbneas, muito embora apenas 20 espécies pertencentes a subfamilia
Papilionoideae seja cultivada como fonte de alimentos, como mostrado por Lewis e
seus colaboradores (2005). Por outro lado, ainda que os gréos provenientes a partir
das leguminosas representem a segunda posicdo na producdo mundial de
alimentos, estes, segundo Duranti et al. (2006) fornecem proteina em quantidade e
qualidade considerada superiores quando comparado aos graos de cereais.
Lourenco (2000) reportou que as sementes frequentemente mais utilizadas na
alimentacdo humana pertencem aos géneros Phaseolus, Pisum, Vicia, Lens,
Dolichos e Vigna. Além disso, os estudos a partir desses e outros géneros das
leguminosas, tais como, Glycine, Lupinus, Cicer, Canavalia e Cajanus, em diferentes
areas do conhecimento como na genética, agronomia, bioquimica, economia e
ciéncia dos alimentos, tém sido incitados devido a sua importancia nutricional e
também econdmica reconhecida, em parte, por apresentarem caracteristica de
acumularem, no cotilédone, grandes quantidades de proteinas durante o
desenvolvimento, em virtude da necessidade de realizagdo de suas funcdes
cataliticas, estruturais e de reserva nutricional (CARBONARO, 2000). Desta
maneira, Scarafoni et al. (2007) legitimaram o reconhecimento as sementes de
leguminosas como uma importante e valiosa fonte de proteina da alimentagcéo
humana.

As sementes empregadas na dieta contém de 18 a 30% de proteina, exceto

a soja e tremoco com quantidades variaveis de 35 a 45% (SCARAFONI et al. 2007).



Pagina |18

Segundo a mais recente classificagdo proposta por Fukushima (1991), este
conteudo proteico na sua totalidade constitui-se de uma heterogeneidade de
proteinas que séo classificadas em proteina de reserva, estrutural e com atividade
bioldgica, nesta ultima incluem as lectinas, enzimas e os inibidores enzimaticos. Por
outro lado, as proteinas de reserva sdo ndo enzimaticas e tém o propésito de
fornecerem nitrogénio e enxofre durante o desenvolvimento da planta, sendo que
nas sementes de leguminosas elas representam cerca de 90% do total protéico.

As proteinas de reserva ou de armazenamento como também sao
denominadas foram empiricamente classificadas por Osborne (1924), de acordo
com as suas caracteristicas de solubilidade em albuminas (sollaveis em agua),
globulinas (soliveis em solugbes salinas), prolaminas (solaveis em solucbes
hidroalcodlicas) e glutelinas (solluveis em solucdes acidas, alcalinas ou na presenca
de SDS). No entanto, as albuminas e globulinas sdo concebidas como proteinas de
armazenamento das dicotiledéneas, enquanto que as prolaminas e glutelinas sao
majoritarias nas monocotiledéneas. Desta maneira, as proteinas dos grdos séo
constituidas por essas duas classes principais, as albuminas e globulinas que
compreendem proteinas com coeficiente de sedimentacao entre 1,6S-2S e 7-13S (S,
Svedberg), e que compBem aproximadamente entre 8-20% e 40-70%,
respectivamente, da proteina total das sementes de leguminosas. Utsumi (1992)
demonstrou que as globulinas representam entre 50-90% de toda a proteina
encontrada nos gréos de leguminosas. Isto legitima as globulinas como a proteina
de reserva majoritaria entre as estas sementes.

Derbyshire et al. (1976) reportaram que esta fragcdo proteica constitui-se
geralmente de duas proteinas principais, denominadas de globulina do tipo vicilinas

e leguminas, sendo usualmente classificadas em proteinas 7S e 11S,
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respectivamente, e uma minoritaria, as globulinas 2S. Em termos gerais, esta Ultima
€ considerada uma familia de proteinas de reserva adicional de menor importancia
nas leguminosas, geralmente monoméricas e de baixo peso molecular. Por outro
lado, as globulinas 7S (vicilinas) sdo proteinas formadas por um trimero de cadeias
polipeptidicas de massa molecular entre 150-190 kDa, e que apresentam
subunidades glicosiladas entre 50-75 kDa, porém, sua conformacdo nativa néo
apresenta interacoes intra e intermoleculares por ligacdes covalente de dissulfeto,
devido a auséncia na sequéncia primaria do aminoacido cisteina, enquanto que as
globulinas 11S (leguminas) sdo complexos oligoméricos com massa molecular entre
270-350 kDa formados por 6 pares de subunidades, sendo que cada subunidade &
composta por uma cadeia polipeptidica maior acida e uma segunda menor basica,
ligada por uma unica ligacao dissulfeto. Geralmente ndo sado glicosiladas, embora
alguns estudos tenham descrito a presenca de pequenas quantidades de
carboidrato entre 0,5-1%.

Mandal e Mandal (2000) salientaram que embora as proteinas de reservas
de diferentes sementes de leguminosas, ou mesmo numa mesma espécie parecam
demonstrar significativas diferencas em suas propriedades fisico-quimicas,
estruturais e também no aproveitamento biol6gico, o advindo das novas ferramentas
e tecnologias, consequentemente a ampliacdo do conhecimento e detalhamento
sobre a sequéncia primaria das proteinas, tem sido identificado uma elevada
homologia e reconhecimento interespécies. Varios estudos tém sugerido que
vicilinas (7S) encontradas em distintas sementes de leguminosas apresentam genes
ancestrais comuns, e que suas propriedades similares tais como, sequéncia de
aminoacidos e N-terminal, digestibilidade, reconhecimento imunologico e atividade

biolégica sdo decorrentes de uma evolucdo genética convergente (GEPTS et al.
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2005; DOYLE e LUCKOW, 2003; BORROTO e DURE, 1987; ARGOS et al. 1985).
Esta constatacdo torna-se de fundamental importancia, haja vista que determinadas
proteinas tém sido consideradas precursoras de peptideos biologicamente ativos.
Desta maneira, proteinas de outras espécies que apresentassem uma semelhanca
sequencial de aminoacidos, a esta com acédo ja estabelecida, por exemplo, teriam
maiores probabilidades eventualmente de exercerem a mesma atividade.

Recentemente, varios estudos com distintas abordagens tém relacionado a
acao de peptideos originados da digestdo de proteinas dos gréos de leguminosas,
em diversos eventos fisiologicos. Entres estas, estdo: atividade antihipertensiva,
hipocolesterolémica, antiobesidade, antioxidante, capacidade de ligacdo com
minerais, anticancer, imunomoduladora, antimicrobiana e opibide (PAK et al. 2012;
CONSONNI et al. 2011, 2010; MARTINEZ-VILLALUENGA et al. 2010, 2008; CHO et
al. 2008; ALUKO, 2008; SHAHIDI e ZHONG, 2008; DZIUBA e DAREWICZ, 2007;
YOSHIKAWA et al. 2000; YAMAMOTO, 1997; WEBB et al. 1992). De fato, ha
tempos as proteinas dos alimentos ndo sdo consideradas apenas fontes de
aminoacidos, mas também como um elemento capaz de desempenhar outras
atividades especificas no organismo, em especial a partir das sementes de
leguminosas onde os estudos tém sido bem mais evidentes.

Para tanto, a capacidade de uma proteina em gerar peptideo durante a sua
digestdo gastrointestinal com caracteristicas favoraveis para alcancar a corrente
sanguinea, tem sido considerada ainda uma condicdo fundamental. Embora os
mecanismos envolvidos permanecam ainda pouco esclarecidos, de alguma maneira
direta ou indiretamente alguns peptideos parecem modificar determinados fatores
relacionados ao metabolismo. Exemplo disso, os estudos realizados por Lovati et al.

(2008, 2000) observaram in vitro que a proteina B-conglicinina da soja promovia
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aumento da captacdo de LDL-c, devido ao acréscimo na expressao de receptores
de LDL em células Hep-G2 (células hepaticas humanas). Outros pesquisadores com
destaque para os grupos de Japoneses, Aoyama et al. (2001), Fukui et al. (2004) e
Moriyama et al. (2004) mostraram em estudos in vivo que a [-conglicinina
administrada como Unica fonte proteica na dieta promovia significativa reducao
sérica e hepatica de colesterol, associado com aumento da atividade da enzima
carnitina palmitoiltransferase, acil-CoA oxidase, 7-a hidroxilase e reducdo da acido
graxo sintase.

A partir dessas hipoteses, um corpo de evidéncias tem relacionado as
proteinas encontradas nas leguminosas a melhora das desordens lipidicas. Assim,
fundamentado nesses e em outros resultados ja observados quanto a acao exercida
pela proteina de soja, bem como por proteinas de outras espécies, alguns autores
tém sugerido que outras proteinas poderiam também exercer efeito semelhante a
soja sobre as desordens lipidicas (BETTZIECHE et al. 2008; LOVATI et al. 2008;
SCARAFONI et al. 2007; DURANTI et al. 2006; DABAI et al. 1996). Evidentemente,
que os determinantes, assim como 0s mecanismos envolvidos na acdo de tais
proteinas encontram-se distantes de uma compreensédo definitiva que relacione a
ingestdo dessas com a regulacdo do metabolismo lipidico, com excecéo talvez, da
soja, que recentemente tem acumulado um corpo de evidéncias. Nesse sentido, este
estudo se prop0s a investigar o efeito da administracao das vicilinas isoladas da soja
(Glycine max L. Merrill), feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) e feijdo adzuki
(Vigna angularis Willd) no metabolismo lipidico de ratos alimentados com uma dieta
indutora da dislipidemia, assim como compara-las aos efeitos observados com a

sinvastatina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar o efeito exercido pela proteina vicilina isolada da soja, feijao caupi
e feijdo adzuki, administradas oralmente durante 28 dias, sobre parametros

relacionados ao metabolismo lipidico de ratos dislipidémicos induzidos pela dieta.

2.2 Objetivos especificos

Separar, isolar e caracterizar a proteina vicilina da soja, feijées caupi e
adzuki;

Verificar os efeitos da administracdo das proteinas sobre as concentracdes
de lipidios dos indicadores plasmatico, hepéatico e fecal,

Observar por meio de analise histolégica alteracdes sobre o tecido celular
hepético;

Verificar alteracdes na concentracdo relativa do mRNA das enzimas acido
graxo sintase, malica, HMG-CoA redutase, HMG-CoA sintase, 7-a-hidroxilase,
receptor de LDL, fatores transcricionais SREBP-1c, SREBP-2 e PPAR-a, no tecido
hepético;

Comparar os efeitos ocasionados pela administracdo das vicilinas, aos

observados pelo tratamento com sinvastatina.
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3 FUNDAMENTAGCAO CIENTIFICA

3.1 Doencas cardiovasculares — Saude publica

Estudos epidemiolégicos tém apresentado dados contundentes que
estabelecem as doencas cronicas ndo-transmissiveis (NCDs - non-communicable
diseases) como um notdrio desafio neste século ndo apenas para as questdes de
salude publica, mas também ao crescimento econémico global. Nesta questdo, um
primeiro ponto de destaque é o aumento na prevaléncia das NCDs que tem sido
considerado o resultado da convergéncia entre saude, crescimento econémico e
desenvolvimento, fortemente atrelados as tendéncias universais como o0
envelhecimento da populacdo mundial, avanco da urbanizacdo e de um estilo de
vida menos saudavel, todos como revérbero da globalizacdo (BLOOM et al. 2012;
WHO 2011). Além disso, as NCDs tém representado a principal causa de morte nas
Ultimas duas décadas no mundo. Os dados apresentados pela Organiza¢do Mundial
da Saude mostram que as NCDs foram responsaveis por 36 das 57 milhdes de
mortes no mundo em 2008. Contrario ao que se pensa, 0s paises de baixa e média
renda sdo os mais afetados, juntos eles compreendem 80% das mortes provocadas
por esses agravos (YUSUF et al. 2002). Este numero representou 63% de todas as
mortes ocorridas no periodo, sendo que as doencas cardiovasculares (DCV), a
principal causa representou 48%, seguido dos casos de canceres (21%), doencas
respiratorias cronicas (12%) e diabetes (3%).

As projecdes indicam que o numero de mortes devido as DCV passara de 17
milhdes (2008) para 25 milhdes até 2030. Nos Estados Unidos, por exemplo, estes
agravos corresponderam por 38,5% das mortes em 2001, sendo observada uma

reducdo para 35% no ano 2008. Os dados da prevaléncia Americana foram
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préximos aos observados em outros paises, como Argentina (33%), Franca (30%) e
Inglaterra (34%). Paises como Alemanha (45%), Croéacia (50%), Finlandia (41%) e
Republica Checa (50%) tém apresentado os maiores indices de prevaléncia deste
tipo de morte no mundo. No Brasil, houve um menor crescimento da prevaléncia nos
altimos anos, porém, ndo menos preocupante. Em 2008, o percentual de mortes
relacionadas as DCVs foi de 35%. No ano de 2005, a prevaléncia era de 32%, e em
1998 representou 27%. De acordo com as conclusdes da entidade, fatores como
dieta, inatividade fisica e uso do tabaco, juntos, sdo responsaveis por 80% dos
episodios coronarianos e cerebrovasculares decorrente da aterosclerose (OMS
2011).

Swirski e Nahrendorf (2013) em uma recente revisdo sobre a aterosclerose
descreveram que a ideia da doenca simplesmente como um lento e passivo
processo de deposicdo de gordura na parede dos vasos sanguineos, hoje esta
sendo vista como uma inflamagé&o crénica complexa que se inicia de uma desordem
no metabolismo lipidico, especificamente da lipoproteina de baixa densidade (LDL-
c). No entanto, também envolve fatores como idade, estilo de vida, genético,
imunolégico, enddcrino, circulatdrio e do sistema nervoso.

A hipotese alegada, na qual a LDL oxidada seja a responsavel pelos eventos
iniciais do desenvolvimento da aterosclerose tem sido demonstrada em varios
estudos in vitro e in vivo. Isto resulta da LDL apresentar maior suscetibilidade a
oxidacdo, e do tempo de permanéncia na corrente sanguinea em relacéo as demais
lipoproteinas, o que explicaria pelo menos em parte sua caracteristica pro-
aterogénica (KOBA e HIRANO, 2011; CHEN et al. 2007). Deste modo, muitos
estudos sdo unanimes perante a alegacdo na qual a dislipidemia, especialmente

hipercolesterolemia deva ser considerada a principal causadora do desenvolvimento
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da aterosclerose, e obviamente das DCVs (BAIK et al. 2013; OHSAWA e TANNO,
2013; BLOOM et al. 2012; TAVRIDOU e MANOLOPOULOQOS, 2008; LEHRKE et al.
2005; MAXFIELD e TABAS, 2005). O National Cholesterol Education Program
(NCEP), fundamentado nessas e em outras evidéncias reconheceu a
hipercolesterolemia como o pré-requisito para a aterosclerose (NCEP, 2011), e
estabeleceu desde o seu primeiro relatério (NCEP 1, 1988) e consolidado no
segundo (NCEP I, 1993), a prevencdo primaria tendo a reducdo da LDL como
objetivo principal para a diminuicdo do risco de eventos cardiovasculares.
Evidentemente que esta compreensdo da dislipidemia como elemento
desencadeador das DCVs sé foi possivel devido as quatro ultimas décadas de
estudos e observacdes clinicas, como foi descrito por Grundy (2000). Nao obstante,
as concentracdes plasmaticas das lipoproteinas tornaram-se alvo principal dos
estudos em relacdo ao tratamento que tem sido intensificado nos ultimos anos. O
controle dietético, embora seja limitado, € considerado ainda essencial independente

do grau da dislipidemia e tratamento farmacoldgico selecionado (NCEP, 2011).

3.2 Consideracdes sobre o metabolismo dos lipides

A relacdo negativa entre os distarbios lipidicos, obesidade, diabetes e
aterosclerose tem sido definitivamente comprovada nos ultimos 20 anos, devido ao
grande acumulo de evidéncias cientificas observadas tanto em ensaios
experimentais quanto em clinicos que atribuem as principais manifestacbes das
doencas ligadas a desregulacdo do metabolismo das lipoproteinas (EATON, 2005).
No entanto, sabe-se que os lipideos exercem importantes func¢des biologicas. Estes
séo considerados essenciais na constituicdo das membranas celulares, representam

a melhor forma de reserva energética biolégica, e atuam como sinalizadores de
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diversos eventos intra e intercelulares. Em condigcbes normais, a regulacdo do
metabolismo lipidico da-se por uma interagdo complexa com outros sistemas
metabdlicos, especialmente o dos carboidratos.

Os lipideos consistem de &acidos graxos, triacilglicerois, fosfolipidios,
esfingolipidios, colesterol e derivados. Os primeiros, considerados importantes
componentes da membrana celular, sdo acidos carboxilicos constituidos de longas
cadeias laterais de hidrocarbonetos, sendo que 0s mais comuns no sistema
biolégico compreendem entre 12-24 numeros de carbonos, podendo ou nao
apresentar duplas ligacdes. Ja os triacilglicerideos representam aproximadamente
90% de todo o componente lipidico biolégico, e embora ndo sejam componentes de
membrana sdo considerados a forma mais eficiente de armazenamento e a maior
fonte energética nos mamiferos, inclusive dos humanos. Geralmente, sdo formados
de uma molécula de glicerol esterificada com trés &cidos graxos podendo ser
semelhantes ou ndo entre as diferentes posi¢cdes. Ja 0s componentes de esteroides
sdo derivados ciclopentanoperidrofenantreno que consistes de quatro anéis
aromaticos conjugados. O colesterol é o principal representante deste grupo, e
também o componente lipidico mais abundante na membrana plasmatica. Além
disso, nos mamiferos em especial, este, € precursor metabdlico de hormdnios
esteroides que regulam diversas funcgles fisiolégicas essenciais ao organismo
(COLEMAN e BELL, 1976).

A desregulacdo do metabolismo lipidico em qualquer que seja 0 momento,
tem demonstrado desencadear importantes consequéncias biologicas. Nesse
contexto, a obesidade tem sido destacada pela sua crescente prevaléncia em todo o
mundo. A obesidade é considerada um grave problema de saude publica que até

alguns anos anteriores era tido como uma preocupacao quase que exclusiva de
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paises mais desenvolvidos, porém, atualmente tem sido observado um rapido
aumento na incidéncia nos paises de média e baixa renda (LOW et al. 2009). Este
estado tem como principal caracteristica 0 aumento do peso corpéreo. Geralmente,
provocado pela maior oferta de caloria a partir dos alimentos, e que,
consequentemente, tem demonstrado desencadear o aumento do tamanho e
namero de células adipdcitas responsaveis pelo armazenamento dos lipideos. No
entanto, a deposi¢cdo de gordura corporal tem sido demonstrada como resultado do
balanco entre a disponibilidade e mobilizacdo de lipideos no tecido adiposo para
producdo de energia, sendo dependente da velocidade de sintese dos
triacilglicerideos nos tecidos, especialmente no adiposo e hepatico (GAAL et al.

2006).

3.2.1 Via exdgena do metabolismo de lipides

Ja esta bem estabelecido na literatura o conhecimento sobre a via
metabdlica enddégena e exdégena para producdo e obtencdo de lipideos,
respectivamente. A ingestdo de alimentos fornece uma mistura de nutrientes ao
organismo. Neste meio se encontram os lipideos (via exdgena) na forma de
triacilglicerideos, fosfolipidios e colesterol. Estes sdo digeridos, absorvidos no
intestino em meio a interface lipideo-agua, na qual ocorre pela participacdo dos sais
biliares como agente emulsificantes, e que combinado com 0s movimentos
peristalticos do intestino delgado proporcionam o aumento da ativacao interfacial,
possibilitando assim, a acdo da enzima lipase pancreatica. A enzima hidrolisa as
moléculas de triacilglicerideos nas posi¢cdes 1 e 3, gerando ao final do processo
acidos graxos livres, monoacilglicerideo, fosfolipidios e colesterol livre que sao

absorvidos nos enterocitos. No interior da célula, os acidos graxos livres sao
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complexados a proteina intestinal ligadora de &cidos graxos (FABP - fatty acid-
binding protein). Desta forma evitando dano a célula devido ao seu efeito detergente,
e o0s tornando mais sollveis no meio citoplasmatico. Ainda no interior dos
enterocitos, os acidos graxos sao convertidos novamente a triacilglicerideos que
associado ao colesterol e a apolipoproteina (apo) B-48 s&o organizados em
particulas lipoprotéicas conhecidas como quilomicrons, que na sua superficie
apresentam as apolipoproteinas A-l, A-lIl e A-IV com a funcdo de receptores de
membrana. Os quilomicrons (recém formados) sdo secretados na linfa intestinal e
transportados pelos vasos linfaticos até alcancarem a corrente sanguinea, vasos e
capilares.

Na circulacdo, por um mecanismo ainda ndo bem compreendido, o0s
quilomicrons recebem da lipoproteina de alta densidade (HDL) as apolipoproteinas
C-ll e E, assim, tornam-se capazes de ativar a lipoproteina lipase que por sua vez
ird hidrolisar os triacilglicerdis, apos aderirem a sitios na superficie do endotélio no
musculo esquelético e tecido adiposo. Outro evento ainda pouco esclarecido ocorre
pela presenca da HDL que recebe uma parte dos fosfolipidios superficiais, colesterol
livre e apo-C dos quilomicrons. Desta maneira, as particulas de quilomicrons vao
sendo reduzidas até atingirem a condicdo de quilomicrons remanescentes com a
caracteristica de serem particulas ricas em colesterol. Tomado essa condi¢do, esses
se dissociam do endotélio e retornam a circulacdo. Os quilomicrons remanescentes
sao captados pelo figado por endocitose através dos receptores de LDL-c, apo C-llI,
apo-E e receptor LRP que serdo posteriormente hidrolisados nos lisossomos. O
resultado € um “pool” de colesterol, glicerol e acidos graxos a serem utilizados para
producdo de energia ou armazenado para posteriormente serem utilizados de

acordo as necessidades biologicas. Portanto, em resumo o0s quilomicrons
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transportam os triacilgliceréis e o colesterol exdgenos, sendo estes primeiros
transferidos aos tecidos musculares e adiposos, enquanto que o segundo é levado

ao figado (DEBOSE-BOYD, 2008).

3.2.2 Viaenddgena do metabolismo de lipides

O caminho enddgeno dos lipideos é considerado particularmente importante,
sobretudo, porque este mecanismo leva em conta a “contribuicdo” exdgena na
regulacdo da sintese, secrecao e utilizacdo do colesterol e triacilgliceréis. Mazein et
al. (2013) reportaram a biossintese do colesterol e acidos graxos como uma central
de numerosos processos bioldgicos inerentes a saude e doenca. Desta maneira,
durante evolucdo celular foram criados mecanismos complexos que regulam a
producdo e distribuicdo a fim de evitar danos a propria célula. Isto pode ser
observado no caso de uma deplecdo de esterdis ou triacilglicerdis, onde os
mecanismos celulares sdo levados a aumentar a absorcéo e a lipogénese “de novo”
que, consequentemente, reduz o efluxo celular. Por outro lado, numa condi¢ao
contraria, ocasionada pelo excesso de colesterol e acidos graxos livres, 0s
mecanismos sao reprogramados por “feedback”, a fim de diminuirem a absorgao e a
sintese. Assim, o efluxo de colesterol via tecido periférico torna-se ativo novamente.
No entanto, uma falha neste processo compensatorio provoca o acumulo de
colesterol e &cidos graxos que sao esterificados em ésteres de colesterol e
triacilglicerideos, respectivamente, e entdo, incorporados ao citoplasma da célula
(MAXFIELD e MEER, 2010).

Os triacilglicerideos séo sintetizados mais ativamente no figado, intestino e
no tecido adiposo, a partir de ésteres de acil-CoA graxa e glicerol-3-fosfato. Este

primeiro representa os acidos graxos que sao todos formados do alongamento e
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adicao de duplas ligacdes, a partir do acido graxo palmitato sintetizado (COLEMAN
e LEE, 2004; COLEMAN e BELL, 1976). A sintese dos acidos graxos acontece
preferencialmente quando existe um excedente energético a partir dos carboidratos.
O processo de lipogénese “de novo” que ocorre no citoplasma celular, se inicia pela
carboxilacdo da acetil-coenzima A (CoA), precursora dos acidos graxos, pela enzima
acetil-CoA-carboxilase convertendo a malonil-CoA. As demais rea¢des de sintese do
palmitato a partir do malonil-CoA sdo dependentes da enzima &cido graxo sintase
(FAS). Inicialmente o malonil-CoA preferencialmente, ou mesmo acetil-CoA
diretamente, é condensado a proteina carreadora de acila (PCA), e posteriormente
por uma série de condensacdes e reducdes catalisadas pela FAS, ocorrem a adicao
sequencial de outras moléculas de malonil-CoA (JOSEPH et al. 2002; BOUCHARD
2000). O outro componente necessario para a sintese dos triacilglicerdis, o glicerol-
3-fosfato é obtido do glicerol a partir da via exdgena pela fosforilacdo catalisada pela
glicose quinase, ou a partir do diidroxiacetona-fosfato um intermediario do
metabolismo da glicose, catalisado pela enzima glicerol-3-fosfato-desidrogenase. A
estrutura principal recebe entdo dois residuos de acidos graxos na posicdo 1, e
depois na posicdo 2 pela acdo catalitica das enzimas glicerol-3-fosfato-
aciltransferase e 1l-acilglicerol-3-fosfato-aciltransferase, respectivamente. Em
seguida, a enzima acido fosfatidico-fosfatase catalisa a formacdo do 1,2-
diacilglicerol, e entéo, pela acdo da diacilglicerol-aciltransferase catalisa a formacéao
do triacilglicerol (SAGGERSON, 2008).

A sintese do colesterol é realizada por todas as células do organismo,
porém, a maior producdo endoégena ocorre no figado, onde se produz cerca de 10-
20% de todo o colesterol sintetizado. Embora a sintese extra-hepatica seja

consideravelmente importante, toda a producéo € transportada até o tecido hepatico
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(QUIMET, 2013). Konrad Block (1965), bioquimico Aleméo dedicou sua vida
académica ao estudo do metabolismo lipidico, em especial ao do colesterol. Foi ele
guem sugeriu que todos os carbonos da estrutura do colesterol sdo derivados do
acetato, na qual este por sua vez, por uma série de reacoes a partir da acetil-CoA é
convertido a unidade de isopreno e finalmente até ao colesterol. Olivier et al. (2000)
reportaram que a sintese de colesterol perpassa ao menos por trés diferentes
compartimentos celulares, entre estes a mitocondria, reticulo endoplasmatico,
peroxissomas e citosol. A primeira reacéo € catalisada pela enzima acetoacetil-CoA
tiolase que condensa duas moléculas de acetil-CoA, formando acetoacetil-CoA. Em
seguida, a acetoacetil-CoA é convertida a 3-hidroxil-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA),
pela adicdo de uma terceira molécula de acetil-CoA catalisada pela 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA sintase. Estudos mais recentes tém demonstrado que estas
reacdes podem ocorrer tanto no citossol, quanto na mitocdéndria e nos peroxissomos
celulares. As quatro proximas reacdes tém a finalidade de converter a HMG-CoA ao
intermediario isoprendide. Dessas, a primeira tem sido mostrado ocorrer no reticulo
endoplasmatico e peroxissoma, sendo considerada a via limitante da biossintese do
colesterol, onde a enzima HMG-CoA redutase converte a molécula de HMG-CoA em
mevalonato.

Posteriormente, pela acdo da mevalonato-5-fosfotransferase forma-se o
fosfomevalonato, em seguida, convertido a 5-pirofosfatomevalonato pela
fosfomevalonato-cinase, e entdo, até isopentenil-pirofosfato catalisado pela
pirofosfo-mevalonato-decarboxilase. Na sequéncia, outras trés reacdes ocorrem a
partir da molécula de isopentenil-pirofosfato para a conversao até farnesil-
pirofosfato. Olivier et al. (2000) demonstraram que todas as reacdes entre o

mevalonato até farnesil-pirofosfato ocorrem predominantemente nos peroxissomos
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celulares. Outras duas reacdes ocorrem para a ciclizacdo do esqualeno
desempenhada pela enzima esqualeno sintase que catalisa a formacédo do
lanosterol. Esta reacdo tem sido mostrada ocorrer exclusivamente no reticulo
endoplasmatico. Finalmente, a conversdo do lanosterol a colesterol, em um
processo de 19 reacdes, cujas enzimas estao localizadas na propria membrana nos

peroxissomos quanto no reticulo endoplasmatico.

3.2.3 Transporte e distribuicdo para os tecidos

O transporte do colesterol e triacilglicerideo endégeno no plasma ocorre
através de sua insercdo no nucleo de particulas com revestimento anfifilico formado
de proteinas e fosfolipideos denominadas de lipoproteinas.

A primeira, a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL - Very low density
lipoprotein) € sintetizada nas células hepéticas, e assim como os quilomicrons sofre
a acao da lipoproteina lipase e lecitina colesterol acil-transferase (LCAT) nos
capilares dos tecidos musculares e adiposo, sendo progressivamente convertida em
lipoproteina de densidade intermediaria (IDL - Intermediate density lipoprotein), e
gue rapidamente alcanca a condi¢éo de lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low
density lipoprotein), a medida que a quantidade de triacilglicerideos e algumas de
suas apoliproteinas vai sendo reduzido. A LDL é considerada a principal
transportadora de colesterol na corrente sanguinea, assim, exerce a funcdo de
fornecer colesterol aos tecidos periféricos. O processo de captacdo ocorre por
endocitose, mediada por receptores de LDL (LDLr) localizada na membrana da
célula e pela apolipoproteina B-100 da LDL. A funcdo antagonica € realizada pela
lipoproteina de alta densidade (HDL - High density lipoprotein), responsavel pelo

maior transporte reverso de colesterol endogeno. A HDL é sintetizada no figado e
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trato gastrointestinal, porém, torna-se ativa somente na circulacdo pela acdo da
enzima LCAT, na qual converte o colesterol a ésteres de colesteril e transfere
algumas apolipoproteinas. Desta maneira, a lipoproteina torna-se eficiente na
remocao de colesterol dos tecidos, mediada pelas proteinas transportadora ABC
(ATP - binding cassette) Al, G1 e pela proteina SR-B1 (Scavenger receptor class B
member 1). Além de ser captada diretamente pelo figado por meio do receptor
especifico SR-B1, a HDL também transfere parte dos ésteres de colesterol
novamente para as VLDLs e LDLs, mediada pela proteina de transferéncia éster de
colesteril (CETP - cholesteryl ester transfer protein), no entanto, este mecanismo se
encontra ainda pouco compreendido (MAZEIN et al. 2011; HEUVEL, 2009).

O colesterol transportado pelas lipoproteinas ao figado podera percorrer
diferentes caminhos, podendo novamente ser incorporado as novas VLDLS,
esterificado com acidos graxos, levado a sintese de acidos biliares ou mesmo
diretamente excretado para a bile (suco biliar). O ultimo é considerado a principal via
de eliminacado do colesterol. De fato, o conhecimento sobre o controle da biossintese
e transporte de colesterol encontra-se bem estabelecido na literatura. Sendo
controlado a partir da regulacdo da atividade da enzima HMG-CoA redutase,
turnover do receptor de LDL e da esterificagdo do colesterol pela ACAT (DEBOSE-

BOYD, 2008; ZANNIS et al. 2006).

3.2.4 Alguns genes que participam da regulagdo metabolica dos lipides
Pégorier et al. (2004) num estudo de revisdo sobre a regulacdo da
expressao de genes mediada por lipideos demonstraram evidéncias suficientes nas

quais os carboidratos, acidos graxos e as proteinas poderiam modular através da
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inducao/supressdo de genes que demonstram regular o metabolismo de forma
independente da condicdo hormonal.

Além de desempenharem outras funcbes, como mostrado anteriormente, o
colesterol e os acidos graxos sao 0s principais componentes das membranas
celulares, portanto, esses sao sintetizados de acordo com a necessidade celular. O
tecido hepatico tem sido mostrado como o principal local de sintese, sendo a
producdo regulada de acordo com o0s niveis intracelulares, por um sistema de
“feedback”, modulado por diversos genes que codificam as enzimas lipogénicas,
onde em ambos 0s processos iniciados a partir da acetil-CoA para acetoacetil-CoA
ou malonil-CoA, até colesterol e palmitato, respectivamente, sdo controlados por
uma familia de fatores de transcricdo chamadas de proteinas ligante do elemento
regulatério de esterol (SREBPs - Sterol regulatory element binding proteins), e um
segundo grupo, ligado aos aspectos do catabolismo dos lipideos que incluem os
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs - Peroxisome
proliferator activated receptors) (RINGSEIS e EDER, 2011; HORTON et al. 2002;
BROWN et al. 2000; BROWN e GOLDSTEIN, 1999). No entanto, tem sido
demonstrado que as vias de biossintese sdo reguladas de formas distintas. Ao
passo que o controle da sintese do colesterol se apresenta fortemente dependente
da quantidade intracelular, enquanto que a producéo dos acidos graxos é controlada
em funcdo da disponibilidade dos hidratos de carbono (carboidratos) (YE e
DEBOSE-BOYD, 2011; LEE et al. 2008; AMEMIYA-KUDO et al. 2002; SHIMANO,
2001).

As SREBPs exibem trés isoformas reconhecidas em mamiferos, séo elas
SREBP-1la, SREBP-1c e SREBP-2, que séo sintetizadas a partir de um precursor

inativo ligado a membrana do reticulo endoplasmatico. Em uma situacao que resulte
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de privacdo do colesterol e/ou acidos graxos, ocasionando consequentemente a
diminuicao intracelular, o0 mecanismo € ativado no qual o fragmento NH, terminal da
SREBPs é proteoliticamente liberado. Assim, este migra até o nucleo, onde ativara o
processo transcricional de genes envolvidos na sintese e 0 aumento da captacao
dessas moléculas. Quanto alcancada a condicdo basica, o0 mecanismo proteolitico &
interrompido, cessando assim os demais eventos de transcricdo no nucleo, que
culminara com a supressao da biossintese e reducédo do influxo (YE e DEBOSE-
BOYD, 2011; RINGSEIS e EDER, 2011). Ja os PPARs sdo uma familia de
receptores nucleares que apresenta trés isoformas o PPAR-a,PPAR-B e PPAR-®
que atuam na transcricdo de genes envolvidos na regulagdo da B-oxidacdo e no
metabolismo dos carboidratos. Im et al. (2010) reportaram que a isoforma a é
expressa preferencialmente no tecido adiposo marrom e no figado, enquanto que a
B produzida predominante no tecido adiposo branco, onde desempenha uma
importante funcdo no processo de lipogénese e de diferenciacdo da célula adipdcita.

Evidentemente que o conhecimento do nimero de genes envolvidos no
metabolismo lipidico, bem como os proprios alvos das SREBPs e dos PPARs néo se
encontra ainda completamente elucidado (XIAO e SONG, 2013; LEE et al. 2008;
HORTON, 2008; YOSHIKAWA et al. 2003). No entanto, os resultados dos estudos
desta ultima década tém sugerido que a SREBP-2 esta preferencialmente
relacionado aos genes alvos da biossintese de colesterol, tais como os
ativadores/inibidores das enzimas HMG-CoA sintase, HMG-CoA redutase, farnesil
difosfato sintase, esqualeno sintase, o receptor de LDL, e bem como da sua propria
familia. Enquanto que a SREBP-1c estaria preferencialmente associado ao
metabolismo dos acidos graxos e triacilglicerideos, que incluiria as enzimas acetil-

CoA carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS), estearoil-CoA dessaturares,
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glicerol-3-fosfato aciltransferase, proteina carreadora de acil-CoA. (HORTON et al.
2002; BROWN e GOLDSTEIN, 1997). Embora a SREBP-1a tenha mostrado ativar
ambos o0s processos realizados preferencialmente pelas isoformas SREBP-1c e
SREBP-2, a quantidade encontrada, pelo menos no tecido hepatico, mostra-se
pouco significante comparada as outras duas (RINGSEIS e EDER, 2011).

Diversos estudos tém sugerido que determinados genes sdo o0s
responsaveis diretos pelo controle do metabolismo lipidico, que contribuiria para a
variacdo nos niveis plasmaticos de triacilglicerideos, colesterol e fracdes. Gracia et
al. (2001) especificaram dez genes importantes do metabolismo lipidico num estudo
de levantamento da diversidade sequencial destes genes em individuos
dislipidemicos. Onde foram incluidos: SREBP-1c, SREBP-2, SCAP (Cleavage -
activating protein), HMG-CoA redutase, acil-CoA aciltransferase-2 (ACAT-2),
colesterol 25-hidrolase, receptor de LDL, SR-BI (Scavenger receptor, type B, class
1), S1P (site-1 protease) e LXR (liver X receptor). Porém, além desses citados outros
também tém mostrado desempenhar uma atuacédo relevante no metabolismo lipidico
(HORTON et al. 2002; SHIMANO, 2001). O PPAR-a tem sido mostrado como a
forma mais expressa nos tecidos com elevada taxa de B-oxidagdo, exercendo a
funcdo de controlar os genes envolvidos nos aspectos do catabolismo celular que
inclui a absor¢ao, transporte intracelular, mitocondrial e peroxissomal, a cetogénese
e gliconeogénese. Sua participagdo na B-oxidacdo ocorre através da ativacdo das
enzimas acil-CoA dehidrogenase, carnitina palmitoil transferase-I, acil-CoA oxidase
(ACO) e da acido graxo hidrolase que participam diretamente desse processo na
mitocOndria, peroximossos e microssomos. Além disso, a sintese de acido graxo “de
novo” é controlada pelo PPAR-a, por meio da redugao de atividade das enzimas

acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintase que desempenham uma importante



Pagina |37

funcdo no controle do processo. Outro efeito dos PPAR-a envolve o controle da
regulacédo de sintese dos acidos biliares, através da inducdo de expressao hepatica
LXR-a que consequentemente estimula a expressdo da 7a-hidroxilase, principal
enzima responsavel pela conversdo de colesterol até os sais biliares (RINGSEIS e
EDER, 2011; RAALTER et al. 2004).

Os efeitos dos derivados do acido fibrico (fibratos) e das estatinas, por meio
do tratamento farmacolégico em relacdo aos disturbios dislipidémicos tém sido bem
reconhecidos, e seus mecanismos de acdo se encontram bem documentados na
literatura. Entre os fibratos, o clofibrato foi o primeiro a ser introduzido a pouco mais
de 35 anos no controle de dislipidemias. Em seguida, foi criado o gemfibrozil que foi
amplamente utilizado na clinica, e mais recentemente, sdo utilizados o benzafibrato,
fenofibrato, etofibrato e ciprofibrato. Essas drogas exercem uma importante reducéo
dos niveis plasmaticos de triacilglicerideos (30-50%), e aumento da lipoproteina HDL
(5-15%), quando existe a hipertriacilgliceridemia. Estes sdo considerados um
potente agonista de fatores de transcricdo da familia dos PPARs, em especial do
PPARaq, que é o responsavel pelo controle de expresséo de varios genes envolvidos
no metabolismo dos triacilglicerideos e da HDL-c. Além disso, estas drogas induzem
a atividade de enzimas relacionadas a B-oxidacao dos acidos graxos. Exemplo disso
tem sido observado o aumento da atividade da lipoproteina lipase que atua na
remogao dos triacilglicerideos das lipoproteinas circulante, acréscimo da 3-oxidacao
nos tecidos e reducéo da esterificagdo de acidos graxos no figado.

As estatinas sdo farmacos com estrutura similar ao precursor do colesterol a
HMG-CoA, e que apresentam capacidade de diminuir a sintese enddgena de
colesterol entre 25-60%, por inibicdo competitiva da enzima HMG-CoA redutase.

Embora possa ser observado um avanco importante na prevencao e tratamento das
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dislipidemias, ainda € evidente que a intervencao farmacoldgica se faca necessaria
com o aporte dietético, e ora vice-versa em vista de resultados mais eficientes no
controle das dislipidemias. No entanto, possibilidades alternativas tém sido
buscadas, tais como o uso de resinas com capacidade de ligagcdo com sais biliares,
derivados do acido nicotinico, o uso de fibras dietéticas, suplementacédo de esterol

de plantas e de acidos graxos 6mega-3, entre outros.

3.3 Proteinas de leguminosas na dislipidemia

Desde a década de 40, estudos vém demonstrando a relacdo desfavoravel
entre 0 consumo de proteinas de origem animal e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Por outro lado, a ingestdo de proteinas de origem vegetal tem
apresentado um efeito antagbnico (SCARAFONI et al. 2007; SAWASHITA et al.
2006). Muito embora a grande maioria dos estudos tenha sido realizado com as
proteinas da soja (FERREIRA et al. 2011, 2010; ZHONG et al. 2007; PAK et al.
2005b; DURANTI et al. 2004; FUKUI et al. 2004; AOYAMA et al. 2001), tém se
observado uma acédo semelhante em diferentes espécies de leguminosas (FROTA et
al. 2008; MAGNI et al. 2004; MACARULLA et al. 2001; DABAI et al. 1996). Estes
dados indicam a vantagem da substituicdo da fonte proteica de origem animal pela
vegetal, a fim de promover diversos beneficios a saude, principalmente aqueles
envolvidos no desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Na década de 90, Lovati e seus colaboradores (1987) mostraram o efeito do
isolado proteico de soja comparada ao animal, sobre a atividade dos receptores de
LDL de individuos entre 26-64 anos e que apresentavam hiperlipoproteinemia. Dois
grupos independentes receberam uma dieta com baixo teor lipidico (26%) e com

diferentes fontes de proteina (20% da caloria total diaria). Apés o periodo de quatro
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semanas foi observado uma reducdo 16% na concentracdo de colesterol total e da
fracdo LDL dos individuos alimentados com o isolado proteico de soja. Este efeito foi
acompanhado do aumento da captacdo da LDL pelas células mononucleares
hepaticas em 8 e 16 vezes, respectivamente, comparado aos individuos alimentados
com proteina de origem animal (baixo lipidio), e no grupo controle. Embora a relacéo
entre a reducdo do colesterol total e LDL-c, com o aumento da captacdo e
degradacéo da LDL ainda ndo estivesse clara, esses resultados confirmavam alguns
achados anteriores em animais, e sugeriam a hipotese de que a proteina e/ou
peptideos poderiam ser os responsaveis diretos pelos efeitos observados.

Mais tarde, Lovati et al. (1992) demonstraram em células HepG2, que os
receptores de LDL eram aumentados quando incubados na presenca da proteina 7S
da soja. Posteriormente, os autores observaram que esta proteina (80 mg/L)

marcada com iodo (I*?°

), incubada por 6 e 12 horas, respectivamente, em cultura de
células do tecido epitelial e HepG2, demonstrava habilidade de interagir
positivamente com diferentes sitios de ligacdes da membrana das células (LOVATI
et al. 1996). Eles mostraram ainda que as proteinas de membrana que interagiam
com a 7S apresentavam massa molecular entre 14-21 kDa. Finalmente, este mesmo
grupo de pesquisadores (LOVATI et al. 2000) demonstrou em células HepG2,
expostas pela primeira vez a subunidades a, a* e com a propria proteina isolada o
aumento da ativacdo dos receptores de LDL. As células expostas ao isolado proteico
(0,5 g/L) apresentaram um aumento de 35 e 42%, respectivamente, na captacéo e
degradacédo da LDL-c, mas quando expostas ao isolado hidrolisado por enzimas
digestivas este efeito passou para 104 e 122%, comparados ao grupo controle.

Estes resultados sustentam a hipotese de que um ou mais peptideos podem exercer

o efeito redutor do colesterol plasmatico, assim, confirma a alegagéo que a proteina
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de soja € a maior responsavel pela acdo hipocolesterolémica, devido a ingestdo do
grao.

As proteinas de leguminosas, em particular, vém recebendo certa atencéo
guanto ao seu papel no metabolismo e na prevencdo de desordens lipidicas, em
especial da hipercolesterolemia, hipertriacilgliceridemia e hiperglicemia. Muitos
estudos com a proteina da soja em animais (FERREIRA et al. 2011, 2010; DURANTI
et al. 2006; SAWASHITA, 2006; PAK et al. 2005b; DURANTI et al. 2004;
MORIYAMA et al. 2004; MANZONI et al. 2003; LOVATI et al. 2000) e humanos
(SIRTORI et al. 2009; KOHRO et al. 2006; HOIE et al. 2005) tém sugerido que esta
apresenta uma capacidade de reduzir a concentracdo plasmatica de colesterol total
e LDL-c. Levantamentos bibliograficos elaborados a partir dos efeitos observados
com a proteina de soja em animais (SIRTORI et al. 2009) e humanos (REYNOLDS
et al. 2006) tém sugerido que esta apresenta uma capacidade de reduzir a
concentracdo plasmatica de colesterol total e LDL-c. A proteina de soja ganhou
reconhecimento na melhora de fatores de risco para doengas cardiovasculares, em
1999, quando a US Food and Drug Administration (FDA) postulou a recomendacao
de ingestao dessa proteina na prevencdo de doencas do coracdo. O FDA, baseado
em estudos clinicos, indicou que o consumo de 25 g de proteina de soja por dia
poderia reduzir o colesterol total e LDL-c. Embora o mecanismo de acdo dessas
proteinas ainda permaneca pouco esclarecido, uma hipotese plausivel, é que
peptideos derivados da sua digestdo gastrointestinal e apds absorcdo poderiam
modular o metabolismo lipidico, por alteragcbes na absorgcéo, sintese, excrecéo,
inducao e/ou supresséao de transcricao de receptores e enzimas envolvidas.

Recentemente, Consonni et al. (2011, 2010) apresentaram um polipeptidio

recombinante clonado e expresso em Pichia pastoris, com 216 residuos de
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aminoacidos, encontrado naturalmente na sequéncia da subunidade a' da B-
conglicinina da soja (7S) que apresenta a capacidade de modular o metabolismo do
colesterol e dos triacilglicerideos, reportado em experimentos in vitro e in vivo. O
polipeptideo na concentracdo de 8 pmol/L mostrou ser um potente modulador da
atividade de receptores de LDL em células hepaticas humanas. A captacdo e
degradacdo da LDL-c foram aumentadas, respectivamente, em 192 e 143%,
semelhante ao observado nas células tratadas com 1 pmol/L de sinvastatina. Estes
resultados sustentam os achados anteriores, tornando evidente a acao de peptideos
originados da proteina 7S de soja sob a hipercolesterolemia e, sobretudo, abrem
novas perspectivas para estudos que visam identificar “novos” peptideos e seus
mecanismos envolvidos na resposta biolégica tanto nessa proteina quanto nas de
outras espécies.

Outros estudos com animais ja haviam atribuido a proteina de soja a
propriedade hipocolesterolémica. Fukui et al. (2002) estudaram os efeitos da B-
conglicinina em ratos jovens (6 semanas) e adultos (21 semanas) alimentados com
uma dieta rica em colesterol durante 10 dias. A proteina provocou uma reducdo na
concentracéo de colesterol total em 66 e 30%, respectivamente, nos animais jovens
e adultos. Posteriormente, pesquisadores japoneses, com destaque para Aoyama et
al. (2001) e Moriyama et al. (2004), mostraram em ratos que a proteina (-
conglicinina administrada como Unica fonte proteica na dieta promovia significativa
reducdo seérica e hepatica de colesterol, associado a isso, houve o aumento da
atividade enzimatica da carnitina palmitoil transferase, acil-CoA oxidase, 7-a
hidroxilase e reducdo da acido graxo sintase. Duranti et al. (2004) mostraram pela
primeira vez até entédo, a agao B-conglicinina administradas em doses diarias (200

mg/Kg) em animais submetidos a dieta hipercholesterolemica, em reduzir o
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colesterol total e triacilglicerideos sérico, respectivamente em 49 e 50%. Umas das
subunidades da proteina, a fragdo a’-conglicinina administrada na concentracdo de
20 mg/Kg/dia, levou a reducéo de 36 e 34%, respectivamente, para colesterol total e
triacilglicerideo sérico.

Evidentemente, assim como a proteina da soja outras espécies de
leguminosas, tais como: feijdes, ervilhas e tremoco poderiam também exercer
alguma acao sobre o metabolismo do colesterol e lipidico (SCARAFONI et al. 2007;
SAWASHITA, 2006; DURANTI et al. 2006; DABAI et al. 1996), porém, estas tém
recebido menor atencdo embora possam exercer efeito semelhante na prevencéao
das desordens lipidicas (LOVATI et al. 2008; SCARAFONI et al. 2007). Uma
reducdo do colesterol e triacilglicerideos pela ingestdo como fonte proteica de
determinadas espécies de feijdes (MACARULLA et al. 2001; ANDERSON et al.
1999; DABAI et al. 1996) tem sido observadas. Dabai et al. (1996) verificaram uma
reducdo acentuada em nivel plasmatico do colesterol total (18-31%), LDL-c (32-
53%), e triacilglicerideos (27-46%) em ratos alimentados durante 8 semanas com
uma dieta hipercolesterolémica e que consumiram como Unica fonte proteica a
farinha de feijdes das espécies Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus e Vignha
subterrdnea comparado ao grupo que recebeu caseina. Macarulla et al. (2001)
observaram o efeito hipocolesterolémico da farinha e isolado proteico de Vicia faba
em ratos. Estes grupos tiveram uma reducdo da concentracdo plasmatica de
colesterol total de 37 e 30%, e a particula ndo-HDL-c foi menor 56 e 37%,
respectivamente. Houve ainda uma reducdo dos triacilglicerideos de 39 e 11%,
respectivamente, comparados ao grupo alimentado com caseina como fonte
proteica. Anderson et al. (1999) apontaram uma reducdo no colesterol e

triacilglicerideos em relacdo ao grupo controle, respectivamente, de 10 e 11%, em
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homens adultos hipercolesterolémicos alimentados com 120 g de feijao (Phaseolus
vulgaris) durante 21 dias. Mahadevappa et al. (1983) mostraram em ratos
alimentados com o isolado proteico do feijdo caupi (Vigna unguiculata) durante 8
semanas, uma reducéo de 40 e 24%, respectivamente, para concentracao sérica de
colesterol total e hepatico. Recentemente, Frota e Aréas (2008) verificaram em
hamsters alimentados com uma dieta tendo como fonte de proteina o isolado
proteico do caupi um efeito hipocolesterolemizante com reducdo de 20 e 22%,
respectivamente, para colesterol total e colesterol ndo-HDL-c. Observaram ainda
gue o grupo alimentado com o isolado apresentava menor deposicdo de gordura nas

células hepaticas.

3.4 Proteinas da soja, feijdo caupi e feijao adzuki

A origem do termo leguminosa foi atribuida segundo Uebersax e Occefia
(2003), como derivado da palavra latina “legumen” que significa “sementes colhidas
em vagens”. Os graos de leguminosas sao considerados um importante componente
da dieta ha milénios, sendo nos dias atuais consumidos em todo o mundo. Segundo
Duranti (2006) representam ainda a principal fonte de proteina da alimentacdo em
muitos paises. O elevado conteudo proteico tem sido sem duvida, o principal
aspecto nutricional das sementes de leguminosas. Grusak (2005) demonstrou nas
diferentes regibes em termos percentuais que o consumo dos graos de leguminosas
se configura em 46,6% na América Latina, 24,3% na Africa, 13,3% na Europa
(ocidental/oriental), 7,5% na América do Norte, 4,5% na Asia e 4,0% no Oriente
Médio. Rubatzky e Yamaguchi (1997) descreveram as 20 principais espécies de
leguminosas em termo de producdo no mundo. Entre essas, encontraram-se cinco

espécies do género Vigna e uma Glycine.
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A representante do género Glycine considerada a mais importante
oleaginosa, a espécie Glycine max (L.) Merr., comumente conhecida como soja.
Acredita-se que sua origem e o cultivo se iniciaram na China em meados do primeiro
milénio, de onde se espalhou para a Asia e passou a ser utilizada como alimento.
Historicamente, foi introduzida nas colbnias americanas por volta de 1765, por
Samuel Bowen (HYMOWITZ e HARLAN, 1983). No Brasil, o grdo chegou com os
primeiros imigrantes japoneses, em 1908, mas foi inserido oficialmente no Rio
Grande do Sul apenas em 1914. Porém, a real expansao da soja no Brasil ocorreu
nos anos 70, com o interesse crescente da industria de o0leo e demanda do mercado
internacional. A composicado do grdo de soja poder variar de acordo com condicdes
de plantio e solo. No entanto, em média, apresentam de 35-45% de proteina, 18 a
25% de lipidios, aproximadamente 30 a 34% de carboidrato e 5% de minerais
(SGARBIERI, 1996).

As proteinas de reserva da soja apresentam 0s seguintes coeficientes de
sedimentacao 2S, 7,5S, 11,8S e 15S (HILL e BREIDENBACH, 1974). De acordo
com uma classificacdo sugerida por Osborne (1924) as proteinas majoritarias da
soja sao representadas pelas globulinas (11S e 7S) que constituem mais de 70% da
proteina total. As globulinas 11S e 7S, na soja sdo denominadas de glicinina e B-
conglicinina, respectivamente. A glicinina corresponde a 37-45% do conteudo
proteico total da soja, portanto, a proteina majoritaria. No entanto, a B-conglicinina
tem demonstrado um maior interesse nos estudos com peptideos bioativos do que a
glicinina, em parte devido a sua caracteristica de sofre um processo proteolitico
menos intenso que resulta em uma grande variedade de fragmentos de
polipeptidios. A B-conglicinina (7S) representa 25-30% da proteina total da soja. Esta

proteina tem massa molecular de aproximadamente 150 kDa, constituida,
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geralmente de um trimero de polipeptidios de 71, 67 e 50 kDa, representados pelas
subunidades polipeptidicas alfa-prime (a’), alfa (a) e beta (B), respectivamente, onde
todas essas apresentam sitios de N-glicosilacdo (THANH e SHIBASAKI, 1977).

J4 as duas espécies de leguminosas do género Vigna, a unguiculata e
angularis, conhecidas vulgarmente como feijdo caupi e feijado adzuki,
respectivamente, sdo cultivadas em clima tropical e subtropical. As evidéncias tém
sugerido que a origem da espécie unguiculata tenha ocorrido no continente Africano,
e mais tarde se dispersou para outros locais. Atualmente, tem assumido uma
importante posicéo na producdo de gréos no Brasil, india, Estados Unidos e Sudeste
Asiatico (ODEIGAH e OSANYINPEJU, 1996). O feijao adzuki por outro lado, tem
apresentado muitas contestacdes quanto a sua origem. Acredita-se que sua origem
tenha ocorrido entre os paises da Oceania, porém, alguns estudos genéticos mais
recentes tém sugerido a sua origem no Japdo, enquanto outros do noroeste da
China (FUKUDA et al. 2007). Independentemente da origem, o grdo de adzuki
representa uma importante cultura agricola nos paises do leste asiatico como Japéao,
China e Coréia (Norte e Sul).

A semente de ambas as espécies do género Vigna apresentam quantidades
de proteinas que variam entre 18-30% da composi¢do quimica. Ao contrario, como
observado na soja, a vicilina 7S é considerada a proteina majoritaria e constitui
cerca de 70-80% da proteina total nos feijdes (GUPTA et al. 2010; ALUKO et al.
2008; MENG et al. 2001; SAKAKIBARA et al. 1979; DERBYSHIRE et al. 1976).
Estudos anteriores de caracterizacdo das proteinas de sementes caupi e adzuki tém
designado uma nomenclatura especifica a 7S das Vignas, sendo denominadas de
proteina B-vignina. Ha exemplo de outras espécies como a soja (B-conglicinina),

tremoco (y-conglutinina), ervilha (vicilina) e feijao comum (faseolina).



Pagina |46

Murray et. (1983) demonstraram que B-vignina (7S) do caupi € constituida
por duas cadeias polipeptidica majoritarias de 56 e 52 kDa. Ja a globulina 11S era
representada por duas estruturas de 80 e 43 kDa, que em condicdes redutoras
originaram cadeias de 61, 26 e 19 kDa, enquanto que a fracdo albumina, nas
mesmas condicdes anteriores apresentou cadeias de 100, 70, 43, 35, 32 e 25 kDa.
Recentemente, Freitas e colaboradores (2004), isolaram e caracterizaram trés
globulinas da espécie V. unguiculata, e sugeriram a seguinte denominacdo para
essas fragdes: y (gama), B (beta) e a (alfa), respectivamente. A fragdo a apresentou
uma cadeia majoritaria de 80 kDa, e duas subunidades menores de 58 e 44 kDa. Na
presenca do agente redutor, a fracdo principal originava duas cadeias de 60 e 20
kDa, sendo que esta proteina ndo apresentava sitios de N-glicosilacao,
caracterizando-se essencialmente como uma proteina do tipo 11S. A fracdo v,
minoritaria, apresentou uma unica cadeia de 22 kDa, e devido ao baixo peso
molecular foi caracterizada como uma proteina 2S. A fracdo majoritaria 3,
apresentava duas subunidades polipeptidica principais de 60 e 55 kDa glicosiladas,
e quatro menores de 66, 30, 24 e 22 kDa nao glicosiladas. O resultado deste e
outros estudos (ALUKO et al. 1997; KHAN et al. 1980) sugeriam que a fragcéo 3, no
feijdo caupi representava a proteina 7S.

A B-vignina (7S) do feijdo adzuki foi bem caracterizada por Sakakibara e
colaboradores (1979). Nesse estudo os autores demonstraram que vicilina 2S e 7S,
representavam oS grupos proteicos majoritarios no adzuki, constituindo 45 e 55%,
respectivamente. Além disso, a B-vignina dissociada consistiu de trés subunidades
polipeptidicas, denominadas de a, B1 e B2, com peso molecular estimado em 55, 28
e 25 kDa, respectivamente. Posteriormente, Chen et al. (1984) observaram num

estudo de caracterizagdo que a B-vignina apresentava apenas duas subunidades, a
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e B1, ambas glicosiladas com peso molecular de 55 e 35 kDa, respectivamente. Os
resultados de um estudo recentemente realizado por Meng e Ma (2001), sugeriram
que a B-vignina (7S) do feijao adzuki seja constituida de trés subunidades, sendo
uma majoritaria de 55 kDa, e duas menores com aproximadamente 33 e 29 kDa,
enquanto que a 11S, em condicfes redutoras, apresentaria uma subunidade acida e

outra basica, de 40 e 20 kDa, respectivamente.

3.6 Homologia entre vicilinas

A proteina das leguminosas é geralmente constituida por duas classes
principais, as albuminas e globulinas que representam entre 8-20% e 40-60%,
respectivamente, do total. A fracdo globulina € constituida de duas fracbes
majoritarias denominadas legumina e vicilina, sendo usualmente classificadas em
proteinas do tipo 11S e 7S, respectivamente, como demonstrado anteriormente
(DURANTI, 2006; LORENCO, 2000). As vicilinas (7S) sao proteinas oligoméricas
heterogéneas geralmente glicosiladas cuja massa molecular situa-se na faixa de 140
a 200 kDa. Algumas dessas proteinas possuem diversas subunidades, porém,
geralmente sdo constituidas de trés a quatro subunidades de massa molecular de
aproximadamente de 40 a 60 kDa, mas ausente de ligacao dissulfeto (MENG e MA,
2001; LOURENCO, 2000; PERNOLLET e MOSSE, 1983). Algumas 7S presentes
em diferentes espécies de leguminosas tém demonstrado caracteristicas fisicas e
quimicas analogas, tais como, sequéncia de aminoacidos e N-terminal,
digestibilidade, reconhecimento imunologico e atividade biologica.

Os primeiros estudos de caracterizacdo genética postularam que 7S de
diferentes espécies apresentam genes ancestrais comuns para a codificacdo da

proteina (BORROTO e DURE, 1987; ARGOS et al. 1985; LACKEY, 1981), e isto tem
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sido confirmado pela acentuada homologia sequencial observada entre as vicilinas.
A faseolina, vicilina e B-conglicinina, respectivamente, globulinas 7S das espécies
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum e Glycine max apresentam estruturas primarias
fortemente homologas (DOYLE et al. 1986, 1985; ARGOS et al. 1985). Estudos
distintos tém mostrado que algumas 7S apresentam elevada semelhanca em suas
composicdes e sequéncia de aminoacidos, sugerindo que suas similaridades séo
decorrentes de uma evolugcao convergente (GEPTS et al. 2005; DOYLE e LUCKOW,
2003). Outro fato relevante foi reportado por Doyle et al. (1985) que analisaram a
relacdo antigénica da proteina 7S da soja com proteinas de diversas subfamilias e
tribos de leguminosas. Os resultados mostraram que um grande ndamero de vicilinas
da subfamilia Papilionoideae apresentava homologia antigénica a da soja, no
entanto, esta similaridade se mostrou mais intensa na tribo Phaseoleae, sobretudo,
nos géneros Phaseolus e Vigna. Foi verificado ainda que a sequéncia de
aminoécidos da parte N-terminal das Vvicilinas era correspondente ao
sequenciamento da (-conglicinina. Alguns anos antes, um estudo de classificacédo
filogenética de Lackey (1981) ja indicava que a elevada atividade imunolégica
apresentada entre as subtribos Phaseolinae (género: Vigna) e Glicininae (Género:
Glycine) ocorria devido a origem ancestral comum entre estes géneros.

Os resultados encontrados por Argos et al. (1985) e Doyle et al. (1986)
sugeriam gue a proteina 7S de determinadas leguminosas (phaseolinas e vicilinas)
eram similares a B-conglicinina, uma vez que suas subunidades apresentavam uma
sequéncia de aminoacidos e regides de rompimento fortemente homadlogas. Kagawa
et al. (1987) mostraram esta relacdo através do reconhecimento imunoquimico, com
0 anti-soro da vicilina da soja, em relacdo as vicilinas dos feijées adzuki e mungo.

Além disso, os autores observaram que o0 sequenciamento N-terminal de
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polipeptideos destas espécies apresentava estrutura idéntica, com da vicilina da
soja, todos derivados de hidrélise triptica e quimotriptica. Mais tarde, Hirano et al.
(1992) confirmaram estes primeiros achados para as sequéncias N-terminal das
espécies caupi, adzuki e mungo, apresentam entre 80-90% de similaridade, com a

vicilina da soja.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

As sementes dos feijdes caupi (Vigna unguiculata L. Walp) e adzuki (Vigna
angularis Willd) foram gentilmente concedidas pelo Sr. Rogério Faria Vieira,
pesquisador do Centro Tecnologico da Zona da Mata da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG, Vigcosa, MG). A farinha de soja (Glycine

max L. Merrill) foi obtida de fornecedor comercial (Araraquara — SP).

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo do material

Inicialmente, as sementes de caupi e adzuki foram selecionados (gréos
integros e que ndo apresentavam grau de maturacdo avancado) e imersos em agua
destiladaa 8 °C/12 h, para intumescimento dos graos. Em seguida, o cotilédone foi
separado do epicarpo manualmente, e depois seco em estufa com circulagdo de ar
forcada a 50 °C/10 h. O grao seco foi pulverizado em liquidificador doméstico com
filtro (Arno magiclean, In501311) e tamisadoa 60 mesh de granulacdo (Granutest,
Ind. Bras. Ltda). Na farinha comercial de soja foi realizada extracéo de lipideos a frio
com solvente n-hexano na proporcdo 1:8 m/v. Logo apls a separacao realizada por
filtrac&o, a farinha permaneceu por 24 h em estufa com circulagéo de ar forcada a 50
°C. Posteriormente, as farinhas obtidas foram conservadas em frascos de

polipropileno e acondicionado em camara fria sob refrigeracéo de 8 °C.

4.2.2 Extracao, isolamento e caracterizacdo das proteinas
A vicilina da soja (7S ou [-conglicinina) foi obtida de acordo com

procedimentos descritos e adaptados a partir de Nagano et al. (1992), como
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mostrado na figura 1. Inicialmente, a extracdo da proteina foi realizada utilizando-se
agua destilada (1:15 m/v) em pH 7,5 ajustado com NaOH 2 mol/L, sob agitacéo
durante 60 minutos. O material em seguida foi centrifugado (7000 rpm/60 min), ao
sobrenadante obtido adicionou-se metabisulfito de sodio (0,98 g/L), pH ajustado para
6,4 e deixado em repouso “overnight” a 4 °C. Na sequéncia, o material foi
centrifugado novamente (6500 rpm/20 min./4 °C). No sobrenadante foi adicionado
NaCl até a concentracdo de 0,25 mol/L, pH a 5,0 com adicdo de HCI 2 mol/L e
deixado por 60 minutos em repouso a 4 °C. Posteriormente, o material foi
centrifugado (7000 rpm/60 min./4 °C), e o sobrenadante obtido diluido (2X) com
agua destilada, homogeneizado, pH ajustado a 4,8 e mantido “overnight” a 4 °C.
Finalmente, centrifugado (6500 rpm/30 min./4 °C),e o precipitado (B-conglicinina) foi
recolhido por solubilizacdo em NaCl 0,2 mol/L e pH ajustado a 7,0.

A vicilina dos feijées caupi e adzuki (7S ou B-vignina) foram obtidas a partir
de procedimentos previamente desenvolvidos e padronizados em nosso laboratério,
respectivamente, apresentados nas figuras 2 e 3.

No isolamento da B-vignina do caupi, amostras da farinha foram inicialmente
dispersas (1:20 m/v) em solucédo de NaCl 0,1 mol/L, pH ajustado para 7,5 e deixado
sob agitacéo por 60 minutos. Em seguida, centrifugado (12000 rpm/40 min./4 °C), o
sobrenadante obtido foi diluido com agua (1X) a concentracdo de 0,05 mol/L,
homogeneizado, pH ajustado para 5,0 e mantido em repouso “overnight” a 4 °C.
Posteriormente, centrifugado (12000 rpm/20 min./4 °C). O precipitado obtido foi re-
solubilizado em agua destilada (1:20 m/v inicial), homogeneizado, pH ajustado em
7,0 e deixado sob agitacdo por 10 minutos. Em seguida, o pH foi levado a 5,0 e 0
material foi centrifugado (12000 rpm/10min./4 °C). O precipitado obtido foi

novamente solubilizado em NaCl 0,1 mol/L (1:20 m/v inicial), homogeneizado, pH
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ajustado em 7,5 e deixado sob agitacdo por 15 minutos. O material foi entédo
novamente centrifugado (12000 rpm/10 min./4 °C). O sobrenadante obtido foi diluido
(1X) com agua, homogeneizado, pH ajustado para 5,0 e deixado em repouso
“overnight” a 4 °C. Finalmente, o material foi centrifugado (12000 rpm/10 min./4 °C) e
0 precipitado (B-vignina) obtido foi solubilizado em NaCl 0,2 mol/L e pH ajustado
para 7,0.

Para a obtencédo da B-vignina do adzuki, inicialmente foi realizada extracao
com agua (1:20 m/v) em pH 7,5 e mantida sob agitacdo por 30 minutos. Em seguida,
o material foi centrifugado (12000 rpm/40 min). O sobrenadante (S1) foi reservado e
o precipitado foi novamente solubilizado em NaCl 0,5mol/L (1:10 m/v), pH ajustado
em 7,5 e deixado por 30 minutos sob agitacdo. O material foi novamente
centrifugado (12000 rpm/30 min./4 °C), e o sobrenadante (S2) recolhido e reunido ao
S1. A solugéo (S1 + S2) foi diluida com agua (5X) a 0,05 mol/L, homogeneizada, pH
ajustado a 4,8 e mantida em repouso “overnight” a 4 °C. Posteriormente,
centrifugada (12000 rpm/10 min./4 °C). O precipitado obtido foi solubilizado em agua
destilada (1:20 m/v inicial), centrifugado (12000 rpm/10 min./4 °C) e o precipitado
obtido foi novamente solubilizado em solugéo de NaCl 0,25 mol/L (1:20 m/v inicial) e
deixado por 10 minutos sob agitacdo. Em seguida, centrifugado novamente (12000
rpm/10 min./4 °C) e o sobrenadante diluido com agua (4X) a 0,05 mol/L, pH ajustado
para 4,8 e deixado em repouso “overnight” a 4 °C. Finalmente, o material foi
centrifugado (12000 rpm/10 min./4 °C). O precipitado (B-vignina) obtido foi

solubilizado em NaCl 0,2 mol/L e pH levado a 7,0.
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Figura 1 — Fluxograma das etapas de isolamento da proteina B-conglicinina (7S) de

soja.
Farinha de soja desengordurada
Dispersdo em agua destilada na proporcio de 1:15miv,
pHT.5, sob agitagdo 1H.
7 Centrif. (7000 rpm/60 min.)
ppt. sobrenadante
Adicdo de metabisufito de sodio (0,98q/L,), pH
ajustadopara 6.4, permanecendo em “overight.
v Centrif. (6500 rpm/f20 min.)
fragao 118 sobrenadante
Adicdo de MaCl a 0,25 mollL, pH ajustado para
5,0.1 hora em respouso.
v Centrif. (7000 rpm/40 min.)
ppt. sobrenadante
Diluide (2X) por adicdo agua destiada, pH
ajustadopara 4.8, permanecendo em “overight.
v Centrif. (6500 rpm/f20 min.)
fragdo 75 sobrenadante
‘ (descartado)
> globulina 75
Homogeneizada em agua destilada (1:15 miv de
farinha}, pH ajustado para 4 8.
v Centrif. (6500 rpm/20 min.)
globulina 75 sobrenadante

‘ (descartado)

> globulina 78
Homogeneizada em 0,2 moll de MaCl, pH
ajustadopara7,0.

Globulina 75 de soja

(B-conglicinina )
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Figura 2 — Fluxograma das etapas de isolamento da proteina B-vignina (7S) do

feijao caupi.

Semente de feijdo caupi

Grao disperso em agua destilada & mantido por 12

horas a 4°C. Epicarpo removidas manualmente. ) . )
Secagem 50 °C por 12 h. Posteriormente, o grao foi

;trituradu etamisado a 60 mesh.
!

Farinha de feijdo caupi

Dispersio solucio MaCl 0,1 molll na proporcio de 1:20
mifv, pH 7.5, sob agitacio 1H.

P Centrif. (12000 rpm/40 min.)

ppt. sobrenadante

Diliuir {1X), homogeneizado & pH ajustado para
5.0, permanecendo em “overmight.

J Centrif. (12000 rpom/20 min.)

Isolado protéico sobrenadante

(descartado)
\—> Isolado protéico
Dispersar & Homogeneizar em agua destilada (1:20 miv),
pH7.5, mantersob agitacio 10 min. AjustarpH 5.0.

v | Centrif. (12000 rpm/20 min.)

Isolado protéico sobrenadante

(descartada)
\% Isolado protéico
Dispersar & Homogenesizar em MNaCl 0.1 moll na

proporciode 1:20 miv, pH 7.5, sob agitacio 20 min.
NP Centrif. (12000 rpm/10 min.)

ppt. sobrenadante
Diluir (1X), homogeneizar & ajustar pH para 5,0. Deixar
em “overnight.

P Centrif. (12000 rpm/10 min.)
globulina 78 sobrenadante
(descartado)

> globulina 73
Homogeneizada em 02 moll de MaCl, pH
ajustado para 7,0.

Globulina 75 de feijao caupi
(B-vignina)
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Figura 3 — Fluxograma das etapas de isolamento da proteina B-vignina (7S) do

feijao adzuki.

Semente de feijdo adzuki

Grao disperso em agua destilada e mantido por 12
haoras a 4°C. Epicarpo removidas manualmente.

W

Secagem 50 °C por 12 h. Posteriomnente, o grao foi
triturado etamisado a 60 mesh.

Farinha de feijao adzuki

Dispersdo em agua destilada na proporcio de 1:20 miv,
pHT .5, sob agitagdo 20 min.

Centrif. (12000 rpm/40 min.)

W
ppt. sobrenadante ($1)
(reservado)
> residuo
Disperso solucdo 0,5 molll de MaCl na proporgio
de 1:10mdv, pH 7.5, sob agitacio 30 min.
v Centrif. (12000 rpm/20 min.)
ppt. sobrenadante (S2)
(reservado)
S1 & S2 foram reunidos, homogeneizados, diluido (5X),
homogeneizar e pH ajustado para 5,0 Deixado em
“overnight.
v Centrif. (12000 rpm/20 min.)
Isolado de globulina sobrenadante
(descartado)

Isolado de globulina

Isolado de globulina

Dispersar & Homogeneizar em agua destiada
(1:20 mfv), manter sob agitacio 10 min.

Centrif. (12000 rpm/10 min.)

sobrenadante

(descartado)

Isolado de globulina

Dispersar & Homogeneizar em 025 moll de
MaCl, manter sob agitacio 20 min.

Centrif. (12000 rpm/10 min.)

\r
mix 78118 sobrenadante
Diluir (4%), homogeneizar e ajustar pH 4,8. Deixar
em repousoc “overight®
v Centrif. (12000 rpm/10 min.)
globulina 78 sobrenadante
(descartado)

> globulina 78

Homogeneizada em 02 moll de MNaCl, pH
ajustadopara7.0.

Globulina 75 de feijao adzuki

(B-vignina)
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4.2.3 Determinacao da proteina

A determinacdo de proteina total nas farinhas foi estimada pelo método de
Kjeldahl descrito pela AOAC (1984), através da quantificacdo do nitrogénio total,
utilizando destilador de nitrogénio MA 036 (Marconi® Ltda, Piracicaba, SP), sendo
calculado pelo fator de conversédo de 6,25. Todos os demais procedimentos foram
baseados a partir da quantificacdo estimada de proteina determinada pelo método
de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino (Sigma Aldrich® St.
Louis, MO, USA) como padrao, através da medida de absorbancia 750 nm realizada

em UV/visible spectrophotometer ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech®).

4.2.4 Cromatografia de filtracdo em gel

Amostras das proteinas isoladas (100-150 mg de proteina) foram aplicadas
em coluna Sepharose CL-6B, nas seguintes condicbes cromatograficas: tampao
fosfato de potassio 5 mmol/L com 0,5 mol/L de cloreto de sédio, 1 g/100 g de azida
sédica, pH 7,5 e fluxo de 5,8 mL por 7 minutos (0,83 mL/min). O fracionamento foi
acompanhado por medida de absorbancia a 280 nm. A fracdo correspondente as
vicilinas de interesse foi recolhida, armazenada e conservada sob congelamento a -

20 °C.

4.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas isoladas foram analisadas por SDS-PAGE na presenca do
agente redutor B-mercaptoetanol, conforme método descrito por Laemmli (1970), em
gel de poliacrilamida (12 g¢g/100 g) com dodecilsulfato de soédio (0,1 g/100 gq),
utilizando equipamento Hoefer MiniVE electrophoresis system (Amersham

Biosciences®). O marcador de massa molecular (LMW 97-14,4 kDa) utilizado
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apresentava os seguintes padrdes: fosforilase b (97 kDa), albumina de soro bovino
(66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina de
soja (20,1 kDa) e lactaloumina (14,4 kDa) (GE Healthcare, Amersham
Biosciences®). Os géis foram corados em uma solugédo de Coomassie brilliant blue
(R-250) (Sigma Aldrich®), descorados com metanol/acido acético/agua (1:1:8 VIV/Iv).
As imagens foram digitalizadas no Alpha Imager Scanner e analisadas através do

software AlphaEase (Alpha Innotech®, San Leandro, USA).

4.2.6 Eletroforese bidimensional

A analise eletroforética bidimensional foi realizada de acordo com os
procedimentos proposto por Gorg et al. (1985). Amostra do extrato proteico total e
da proteina B-vignina cromatografada dos feijdes caupi e adzuki foram preparadas
em tampao uréia 7 mol/L, tiouréia 2 mol/L, CHAPS (2 g/100 g) e DTT 65 mmol/L (1,4
dithiothreitol). Na focalizacdo isoelétrica (IEF - Isoelectric focusing), amostras
proteicas (80 pg) foram usadas para adsorcdo em tiras com gradiente de pH linear
imobilizado (IPG strips immobilized pH gel). As tiras (7 cm, pH 3-10) foram
reidratadas por um periodo “overnight”, através do DryStrip Reswelling Tray.
Posteriormente, a analise foi realizada em Multiphor 1l electrophoresis unit utilizando-
se o Immobiline DryStrip kit (Amersham Biosciences®), nos seguintes parametros a
20 °C: 40 v/120 min., 200 v/30 min., 600 v/45 min., 1200 v/45 min., 2500 v/30 min. e
3000 v/ 100 min. Em seguida, as tiras foram incubadas em tampao “equilibration” de
uréia (6 mol/L), Tris-HCI (1,87 mol/L), glicerol (20 g/100 g), SDS (2 g/100 g), pH 8,8
contendo DTT (65 mmol/L) durante 15 minutos, e depois em tampédo contendo

iodoacetamide (135 mmol/L) e bromophenol blue, por 10 minutos. Logo apds as tiras
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foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE, como descrito

anteriormente.

4.2.7 Estimativa do peso molecular

A massa molecular da vicilina dos feijées caupi e adzuki foram estimadas de
acordo como proposto por Whitaker et al. (1963), por cromatografia de filtracdo em
gel em coluna de Sephadex G-200 (50 x 2,5 cm/cm), equilibrada com tampé&o fosfato
de potassio (0,01 mol/L), contendo NaCl (0,5 mol/L), azida sédica (1 g/L) e pH 7,5.
Os marcadores conhecidos utilizados na estimativa da massa molecular foram:
ferritina (440 kDa), miosina (240 kDa), galactosidade (116 kDa), albumina de soro
bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa) e citrocomo C de cora¢édo de cavalo (12,4
kDa). O volume de exclusdo da coluna (Vo) foi determinado a partir dos valores
obtidos para o azul de dextrana (2000 kDa). A eluicdo das proteinas (Ve) foi

acompanhada pela medida de absorbancia a 280 nm.

4.2.8 Deteccao de glicopolipeptideos

As proteinas foram separadas por SDS-PAGE em condi¢des redutoras,
transferidas para membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno), e a analise de
deteccdo de subunidades protéicas glicosilada foi realizada a partir das reacées com

concanavalina A/peroxidase, como proposto por Fayer e Chrispeels (1985).

4.2.9 Anticorpos policlonais
As vicilinas obtidas por cromatografia de filtracdo em gel como descrito nos
itens 4.2.2 e 4.2.4, foram dialisadas contra agua por 24 horas, precipitadas por

centrifugagédo (12000 rpm/10 min./4 °C), solubilizadas em solucéo fisiolégica (0,9
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g/NaCl/100 g/H,0) e utilizadas para producéo de soro policlonal anti-vicilinas em
coelhos macho adultos, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus Botucatu. Durante o periodo experimental os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com temperatura controlada de 22 + 2 °C,
ciclo de claro-escuro de 12 horas, recebendo ragdo comercial e 4gua ad libitum.
Previamente a inoculacdo dos imundgenos (proteinas), os animais foram
submetidos a uma sangria de prova pelo método de Ouchterlony, para avaliar
reatividade com alguma proteina em estudo. Posteriormente, o imundégeno (700 g
da proteina nativa) foi diluido até 500 pL em solucdo fisiolégica e misturado,
homogeneizado em parte igual ao adjuvante completo de Freund (Difco®) e
inoculado por via subcutdnea em pontos do dorso. ApGs o intervalo de duas
semanas, uma nova inoculacéo foi realizada com adjuvante incompleto de Freund
(Difco®). Na terceira semana, apés a primeira inoculacdo foram coletadas amostras
de soro dos animais para teste de prova de anticorpos, e se realizou uma terceira
inoculacdo com 100 pg do imundgeno por via parenteral. Apds quatro semanas foi
coletada amostra de sangue e centrifugada (1500 rpm/15 min./10 °C). O soro obtido

foi fracionado em tubo de polipropileno (eppendorf 2 mL) e armazenado a -20 °C.

4.2.10 Analise por “ELISA”

A reacdo imunoenzimatica foi realizada através de testes de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), onde microplacas com 96 cavidades que foram
sensibilizadas com a vicilina da soja, caupi e adzuki, em concentracbes
padronizadas de 1,25 ug/mL, diluidas em tampéo carbonato-bicarbonato (0,06
mol/L), pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4 °C. Posteriormente, as placas foram

lavadas (3X/10 min.) com PBS-Tween (0,05%, v/v), e em seguida, adicionado o soro
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anti-vicilina previamente diluido em PBS/T na presenca de soro albumina bovina (1
g/100 mL, m/v) em diluicbes seriadas (1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400,
1/12800), seguido de incubacdo (37 °C/60 min). Depois, as placas foram lavadas
novamente com PBS/T, e entdo, adicionado uma solucdo com peroxidase anti-IgG
de coelho (Pierce® Chemical Co., Rockford lllinois, USA), diluida em PBS/T/BSA e
incubada novamente (37 °C/60 min). As placas foram novamente lavadas com
PBS/T, e em seguida incubadas em tampao citrato (0,1 mol/L, pH 5,0), contendo
orto-fenilenodiamina (1 mg/mL, m/v) e perdxido de hidrogénio (0,03%, v/v), durante
15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmente, a reacdo era
interrompida pela adicdo de HCI (3 mol/L). A leitura das placas foi realizada pela
medida de absorbancia a 492 nm, em Microplate reader 550 (Bio-Rad®). Todos os
ensaios foram acompanhados por controles do antigeno e conjugado

simultaneamente a partir de soro de coelho, como negativos.

4.2.11 Analise por “immunoblotting”

As proteinas cromatografas foram analisadas em SDS-PAGE de acordo
como descrito no item 4.2.5, e transferidas para membrana de PVDF (Bio-Rad®) por
eletrotransferéncia. Apos a transferéncia, a membrana foi imersa em solucdo TBS
contendo BSA (3 g/100 mL, m/v), sob leve agitacdo por 120 minutos e em seguida,
lavada (3X/5 min.) com PBS/T (1%, v/v), e na sequéncia, incubada com soro anti-
vicilina sob agitag&o por 18 horas a 4 °C. Posteriormente, realizou-se nova lavagem
(3X/5min.) com PBS/T e entdo, a membrana foi incubada em solu¢do de avidina na
presenca do anticorpo secundario anti-lgG conjugado com peroxidase por 90

minutos. Finalmente, a membrana era lavada, nas mesmas condi¢cdes descritas
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anteriormente, e a imunoreatividade detectada através da imersdao em PBS/T na

presenca de 3’,3-diaminobenzidina (DAB, SigmaAldrich®).

4.2.12 Animais, dieta e protocolo experimental

O efeito da administracdo por via oral da vicilina isolada de soja, caupi e
adzuki foram avaliados em ratos submetidos a dieta hiperlipidémica durante 28 dias.
Ratos machos adulto-jovens da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus),
com 4 semanas de idade e peso aproximado de 70 g+8 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus Botucatu foram utilizados no experimento. Inicialmente, os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas por uma semana a temperatura controlada de 22 + 2
°C, com ciclo de claro-escuro de 12 horas, recebendo ragédo comercial (Purina®) e
agua ad libitum. Apéds atingirem o peso corporal médio de 150 g, os animais foram
transferidos para gaiolas individuais para nova adaptacdo até dar-se inicio ao
experimento quando o peso corporal encontrava-se entre 180 e 200 g/animal. Todos
os procedimentos realizados com os animais foram executados apds apreciacéo e
aprovacao do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UNESP, sob protocolo CEP/FCF/CAr de n° 25/2009 (Anexo A).

Para o experimento foram elaboradas duas dietas experimentais. A primeira,
dieta caseina padrdo (STD) foi elaborada conforme as recomendacdes de
necessidade para ratos e roedores em crescimento, reportado pelo “American
Institute of Nutrition” (AIN-93G) e descrito por Reeves et al. (1993). A segunda dieta,
hipercolesterolémica (HC) foi preparada de acordo com as modificacdes propostas
por Nath et al. (1959), pelo acréscimo de gordura de c6co (20 g/100 g), colesterol (1

g/100 g) e acido célico (0,5 g/100 g) para induzir ao estado de dislipidemia em ratos.
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As dietas foram produzidas pela empresa PragSolucées® Ltda, como apresentado
na tabela 1.

Os animais foram divididos de acordo com peso corporal em seis grupos de
n = 9, como descrito a sequir: [1] grupo standard (controle negativo) recebeu a dieta
STD. Todos os demais grupos, [2] hipercolesterolémico (HC, controle positivo), [3] B-
conglicinina de soja (S), [4] B-vignina de caupi (C), [5] B-vignina de adzuki (A) e [6]
sinvastatina (SV) foram alimentados com a dieta HC. As proteinas e o farmaco foram
administrados diariamente por técnica de gavagem, respectivamente, nas
concentraces de 300 e 50 mg/Kg de peso corpéreo dos animais, durante 28 dias.
Os grupos controle negativo e positivo, respectivamente, STD e HC receberam uma
solucdo salina (NaCl 0,2 mol/L), nas mesmas condi¢cdes supracitada, como

apresentado na tabela 1.

4.2.13 Parametros experimentais

Ao longo de todo o periodo experimental, o ganho de massa corporal,
consumo alimentar e excrecao fecal dos grupos foram quantificados de dois em dois
dias, respeitando sempre os mesmos horarios, através de afericdo em balanca semi-
analitica Q520 (Quimis®). A ingestdo foi determinada pela diferenca entre a racao
ofertada no dia em relacéo ao resto de ingesta do dia posterior. A eficacia alimentar
foi calculada a partir da relagcdo entre o ganho de massa e consumo alimentar no
mesmo periodo. As fezes foram coletadas, secas em estufa a temperatura de 60 °C
‘overnight”. Posteriormente, pesadas, armazenadas e conservadas sob
congelamento a -24 °C para posteriores analises.

Ao final do periodo experimental, os animais foram deixados entre 10-12

horas em jejum. Posteriormente, foram eutanasiados por decapitacdo. O sangue foi
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coletado em tubos contendo gel separador SST Il (Vacutainer BD®), e em seguida
centrifugado (1500 rpm/15 min./4 °C). O soro obtido foi fracionado em eppendorfs,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado sob congelamento a -
70 °C, para posteriores analises. A gordura retroperitoneal, o tecido hepatico e o
cardiaco foram removidos, lavados em solucéao fisiologica (NaCl 9 g/100 mL, m/v),
pesados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70 °C,

para as analises.

4.2.14 Analises bioquimicas séricas e indices

A concentracdo de colesterol total, HDL-colesterol e triacilgliceréis foram
mensurados por método colorimétrico utilizando kits comerciais (Laborlab® Co.,
Ribeirdo Preto, Brasil). O colesterol total foi quantificado pela reacdo de CHOD-PAP,
como descrito por Stockbridge et al. (1989). A HDL-c foi quantificada apos
separacao por meio de agente precipitante como proposto por Assmann (1979). Os
triacilglicerideos foram quantificados a partir da reacado de GPO-PAP, como sugerido
por Annoni et al. (1982), e a concentracdo plasmética de glicose foi determinada
atraveés da reagdo GOD-PAP, como descrito por Trinder (1969).

A fracdo nédo-HDL-colesterol foi determinada pela diferenca entre as
quantificacdes plasmaticas de colesterol total e HDL-c. O indice aterogénico foi
calculado de acordo como proposto previamente por Liu et al. (2006), e os indices
hepatossomatico e viscerossomatico foram calculados pelas seguintes relacdes,
respectivamente: massa do tecido hepatico/massa corporal (%) e massa da gordura

retroperitoneal/massa corporal, proposto por Chen et al. (2003).
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Tabela 1 — Composi¢do quimica da dieta e tratamento dos diferentes grupos experimentais

STD HC S C A SV
Ingrediente (g/100 g)
Caseina 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Amido 39,75 25,25 25,25 25,25 25,25 25,25
Dextrina 13,20 13,20 13,20 13,20 13,20 13,20
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 7,00 -- -- -- -- --
Oleo de coco - 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Mistura mineral 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
L-Cistina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Birtatarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Colesterol - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Acido colico - 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Composicao (energia %)
Proteina 20,3 17,8 17,8 17,8 17,8 17,8
Lipidio 15,9 39,6 39,6 39,6 39,6 39,6
Carboidratos 63,8 42,6 42,6 42,6 42,6 42,6
Tratamento (mg/Kg/dia)
Glycine max -- -- 300 -- -- --
Vigna unguiculata -- -- -- 300 -- --
Vigna angularis -- -- -- -- 300 --
Sinvastatina -- -- -- -- -- 50

STD = controle negativo (dieta normal, tratado com placebo), HC = grupo hipercolesterolémico (dieta HC, tratado com placebo), S = grupo vicilina de soja
(dieta HC, tratado com 300 mg/Kg/B-conglicinina), C = grupo vicilina de feijao caupi (dieta HC, tratado com 300 mg/Kg/B-vignina), A = grupo vicilina de feijao
adzuki (dieta HC, tratado com 300 mg/Kg/B-vignina) e SV = grupo sinvastatina (dieta HC, tratado com 50 mg/Kg/estatina).
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A concentracdo plasmatica de insulina foi analisada por método de ELISA,
utilizando kit imunoenzimatico ultrasensivel para ratos (DGR Instruments® GmbH,
Frauenbergstr, Germany), como descrito por Korner et al. (2001).

A atividade plasmatica da lipoproteina lipase foi determinada de acordo com
procedimentos descritos por Roe e Byler (1963), e da transaminase piravica (TGP)
foi quantificada como sugerido previamente por Tonks (1983). Para determinar a
atividade destas enzimas foram utilizados kits comerciais (Bioclin® Co., Belo

Horizonte, Brasil).

4.2.15 Analises hepéaticas e da excrecéao fecal

Amostras do tecido hepatico e de excrecdo fecal foram utilizadas para
extracdo dos lipideos totais, utilizando uma mistura de cloroférmio/metanol (2:1, v/v)
conforme propostos por Folch et al. (1957), com algumas adaptacdes. Apls a
homogeneizacdo completa com auxilio “Potter-elvehjem”, o material foi transferido
para tubos, agitado vigorosamente por 5 minutos, e deixados em repouso por 24
horas a 4 °C. Posteriormente, a fase cloroférmica obtida foi imediatamente filtrada
em sulfato de sodio anidro, e aliquotas foram levadas para evaporacdo do solvente
em estufa com circulagéo a forcada a 70 °C por 2 horas. A quantificacéo foi feita por
analise gravimétrica.

O colesterol foi extraido de acordo com metodologia descrita por Haug e
Hostmark (1987). Amostras dos figados foram homogeneizadas com isopropanol
(10% m/v), em “Potter-elvehjem” por 5 minutos e mantidos em repouso por 48 horas
a 4 °C. Posteriormente, o material foi centrifugado a 1500 rpm/10 minutos, e 0
sobrenadante obtido foi utilizado na determinacdo do colesterol por kits enzimaticos,

de acordo como descrito para as analises plasmaticas.
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4.2.16 Analise histolégica

Amostras do tecido hepatico (I6bulo maior) obtidas imediatamente apds a
eutanasia foram fixadas com solucdo de formol-sacarose (10% paraformaldeido, 5%
de sacarose, 20 umol/L de BHT e 2 ymol EDTA, pH 7,4) por 48 horas. Em seguida,
o material foi lavado em agua corrente por 24 horas, e conservado em solucédo de
hidroalcoolica (7:3 v/v). Posteriormente, as pecas foram desidratadas por imersao
em diferentes concentracdes de xilol, depois em soluc¢des alcodlicas, inclusdo em
parafina e coloracdo por hematoxilina-eosina (HE). A microtomia foi efetuada com
espessura de 5 ym. Uma amostragem de cinco animais (n = 5) de cada grupo foram
avaliados, sendo que para cada animal foram confeccionadas trés laminas com
quatro cortes semi-seriados, desprezando-se 10 “seccdes” entre cada lamina. As

imagens foram observadas e capturadas por scanner.

4.2.17 Extracdo do RNA total

O isolamento do RNA total foi baseado em procedimentos previamente
descritos por Chomezynski e Sacchi (1987), com algumas adaptacdes. Fragmento
do tecido hepético (50-100 mg) foi transferido para um tubo de polipropileno de 1,5
mL (eppendorf), onde imediatamente foi adicionado (1 mL) o TriReagent (Sigma
Aldrich®) e homogeneizado manualmente com auxilio de pistilo. Em seguida, o
material foi deixado em repouso durante 2 minutos a temperatura ambiente. Depois,
foi adicionado cloroférmio (200 pL), seguido de homogeneizacdo por agitacéo
vigorosa por 15 segundos e deixado em repouso por 3 minutos a temperatura
ambiente. O material foi centrifugado (12000 xg/15 min./4 °C) e a fase aquosa
(superior aproximadamente 400 pL) foi transferida para um novo tubo, seguido da

adicdo de isopropanol (500 pL), uma leve homogeneizacdo com as maos por
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inversdo e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
centrifugado (12000 xg/10 min./4 °C), e o precipitado “pellet” foi lavado com etanol
75% (1 mL), e novamente centrifugado (7500 xg/5 min./4 °C). Finalmente, o “pellet”
foi seco a temperatura ambiente por 8 minutos, solubilizado em agua DEPC,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e mantido a -70 °C em ultrafrezeer.
Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar utilizando-se material

previamente esterilizado.

4.2.18 Quantificacdo do RNA total e cDNA

A concentracdo de RNA total e cDNA foram quantificadas por leitura direta
de aliquota (4 pL), utilizando-se o espectrofotbmetro NanoVue Plus (GE
Healthcare®) no comprimento de onda em 260, e 280 nm para a presenca de
contaminantes proteicos. A razédo 260/280 entre 1,75-2,00 foi estabelecida como
exigéncia minima de qualidade para a transcricdo reversa. Estes dados séo

apresentados no apéndice A.

4.2.19 Analise do RNA total por eletroforese em gel de agarose

Apbs a extracdo e quantificacdo, as amostras de RNAs foram analisadas em
gel de agarose (1,2 g/100 mL, m/v) em tampé&o TAE (Tris-acetato 40 mmol/L, EDTA
2 mmol/L, pH 8,5), no qual foi utilizado também como tamp&o de corrida de acordo
com procedimentos descritos por Masek et al. (2005). As amostras foram
preparadas em tampao (1:10 v/v, loading dry) contendo Tris-HCI (50 mmol/L),
glicerol (60%, v/v), azul de bromofenol (0,25%, m/v), brometo de etideo (1 pL da
solucéao estoque 1 mg/mL) em pH 7,6, e formamida deionizada com 60% (v/v) de

concentracéo final. A desnaturacdo foi realizada a 65 °C/5 min. e imediatamente
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mantida em gelo. O gel foi submetido a um gradiente de voltagem de 5 V/cm, e
posteriormente, a presenca das fracdes ribossomais (28S, 18S e 5S) foram
visualizadas em transiluminador UV, a imagem foi documentada, e sdo mostradas

no apéndice B.

4.2.20 Transcricao reversa

A sintese do DNA complementar (cDNA) a partir das amostras de RNA foi
realizada segundo protocolo estabelecido por Tzanetakis et al. (2005), onde foram
utilizados 2 pug de RNA total, transcriptase reversa (Superscript lll, Invitrogen) e Oligo
dT (12-18) primer (Invitrogen®) em presenca de inibidores de Rnase (Rnase OUT,
Invitrogen) e H,O mili-Q (g.s.p) em um volume final de 20 pL, utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems®). A ordem e as etapas de incubacéo
da transcricdo reversa no termociclador MyCler (BioRad®) foram realizadas de
acordo com as recomendagdes de tempo e temperaturas do fabricante, e o cDNA

posteriormente quantificado, analisado e conservado a -20 °C (Apéndice C).

4.2.21 Analise do cDNA por eletroforese em gel de agarose

O cDNA obtido foi analisado em gel de agarose (0,8 g/100 mL, m/v) em
tampao TAE (Tris-acetato 40 mmol/L, EDTA 2 mmol/L, pH 8,5), de acordo com
procedimentos previamente estabelecidos por Porter e Sanborn (1992). As amostras
de cDNA foram preparadas em tampéao concentrado (5X), contendo Tris-HCI (10
mmol/L, pH 8,0), EDTA (1 mmol/L, pH 8,0), azul de bromofenol (0,125%, m/v)
xilenocianol (0,125%, m/v), glicerol (30%, v/v), e aplicadas no gel na presenca de
brometo de etideo (0,5 mg/mL), em tampao TAE a um gradiente de voltagem de 5
V/cm. Posteriormente, foram visualizadas em transiluminador UV, e as imagens

documentada sdo mostradas no apéndice D.



Pagina |69

4.2.22 Oligonucleotideos iniciadores

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers) dos genes alvos
para a reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) foram
selecionadas através de analise das sequéncias de mMRNAs a partir de outros
estudos realizados anteriormente, e confirmadas no genebank através do programa
BLASTn do NCBI (National Center for Biotechnlogy Information), mostrado no
apéndice 5. Foram selecionados os iniciadores referentes a: enzima acido graxo
sintase (FAS), 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoAr), 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima A sintase (HMG-CoAs), enzima malica (MA), receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-r), proteina-1c ligante do elemento regulatério
de esterol (SRBP-1c), proteina-2 ligante do elemento regulatério de esterol (SREBP-
2), 7-alfa hidroxilase (CYP7A), proteina receptora alfa do proliferador ativado de
peroxissoma (PPARa) e beta-actina (bAct) que foram produzidos pela empresa

Invitrogen® Brasil Ltda. As sequéncias dos primes sdo apresentadas na tabela 2.

4.2.23 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQRT-PCR) e
guantificacao relativa

Individualmente, cada par de primer foi otimizado e validado para se
determinar a concentracdo ideal dos mesmos para as posteriores amplificacoes,
sendo realizados ensaios em diferentes concentragcbes (0,25 — 0,7 pmol/L), e
diferentes quantidades de cDNA, através de diluicdes seriadas (200, 100, 50, 25 e
12,5 ng), ambas submetidas as mesmas condi¢cdes. As amplificacdes de validacéao e
as curvas de dissociacdo dos genes-alvos, bem como os dados obtidos e
empregados para o calculo da equacdo de regressao/correlacdo entre as variaveis

podem ser observados no apéndice F. As amplificacdes foram realizadas em PCR
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em tempo real tomando 200 ng de cDNA por reagdo, delineado da seguinte
configuracdo: gene-alvo (triplicata + controle negativo) e gene-enddgeno (triplicata +
controle negativo), utilizando o sistema baseado no fluorocromo SYBR, do kit SYBR
Master Mix (Applied Biosystems®) de acordo com as condicées recomendadas pelo
fabricante. As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: 1 ciclo de 50 °C/2 min.
[estagio 1], 1 ciclo de 95 °C/10 min. [estagio 2], 40 ciclos de 95 °C/0,15 min. [estagio
3] e 60 °C/1 min. [estagio 4]. As leituras da fluorescéncia foram realizadas em
equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems®) a cada ciclo de
amplificacédo, e posteriormente, analisadas em Sequence Detection Software v 1.3
(Applied Biosystems®).

A guantificacdo relativa a partir da analise de expressédo dos genes-alvos foi
realizada baseada no método “*CT, segundo modelo descrito por Ptaffl et al. (2001).
Os dados obtidos em CT (threshold cycle) que representa o niumero de ciclos de
PCR necessério para deteccdo acima do ruido de fundo (background) foi utilizado
para se obter o resultado expresso em unidades arbitrarias, e posteriormente, para

realizacdo da anadlise estatistica.

4.2.24 Analise estatistica

Os dados dos tratamentos com nove repeticdes foram avaliados utilizando o
software SigmaStat® 3.5 (Dundas software, Germany, 1999). Os resultados foram
analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), para comparacdo mdltipla entre os tratamentos. Foi
estabelecido P < 0,05 como nivel de significancia. Todos os resultados foram

expressos pela média + erro padréo (SE).
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Tabela 2 — Sequéncias dos iniciadores utilizados na anélise de real-time gRT-PCR*

Gene Numero Forward primer Reverse primer bp Temperatura
acesso °C
FAS NM017332.1 5'CCTCTTCCCTGGCACTGGCTACCT3 5’ACTCGGCGGGGATCGGGACTT3® 281 60
MA NM012600.2 5TCCGACCAGCAAAGCTGAGT?Z 5CACGGCCCTTGGTCACTTZ 162 60
CYP7A1 J05430.1 5"CAAGACGCACCTCGCTATCC3® 5°'CCGGCAGGTCATTCAGTTG3’ 206 60
HMG-CoA redutase NM013134.2 5 AAGGGGCGTGCAAAGACAATC3 5 ATACGGCACGGAAAGAACCATAGT3 406 60
HMG-CoA sintase NM173094.1 5'GAACTTCTCTCCCCCTGGTGA3’ 5'CAGCGGCTCCCCTTTCTT3’ 357 55
LDLr NM175762.2 5 AAGAAAGGGGGTTTGAATGG3 5 GGAGGACACTGTCACCGACT3 490 65
SREBP-1c NM001276707.1 5 GCAACACTGGCAGAGATCTACGT3 5 TGGCGGGCACTACTCAGGAA3 191 60
SREBP-2 NM001033694.1 5 CCGGTAATGATGGGCCAAGAGAAAG3T 5’AGGCCGGGGGAGACATCAGAAG3® 400 65
PPAR-a NM013196.1 5 TACCACTATGGAGTCCACGCATGTS3’ 5 TTGCAGCTTCGATCACACTTGTCG3 98 60
B-actina NMO031144.3 5 CATGAAGATCAAGATCATTGCTCCT3 5 CTGCTTGCTGATCCACATCTG3® 109 55

'FAS - enzima acido graxo sintase (EC 2.3.1.85); MA - enzima malica (EC 1.1.1.40); CYP7A1 - enzima colesterol 7a-hidroxilase (EC 1.14.13.17);
HMG-CoAr - 3-hidréxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase (EC 1.1.1.34); HMG-CoAs - 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A sintase (EC 4.1.3.5);
LDLr - receptor de lipoproteina de baixa densidade; SREBP - Proteina ligadora do elemento regulado por esterol; PPAR-a - Receptor ativado por

proliferadores de peroxissoma alfa.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das proteinas

A hipétese inicial deste estudo foi fundamentada em observacdes anteriores
gue demonstraram caracteristicas proximas e algumas vezes semelhantes entre as
vicilinas (B-vignina) dos feijdes caupi e adzuki a B-conglicinina da soja que tem sua
propriedade hipocolesterolémica relatada na literatura, embora seu mecanismo de
acdo ainda ndo esteja completamente elucidado. Inicialmente, foram realizadas
analises virtuais a partir das estruturas primarias destas proteinas, através de
softwares de bioinforméatica disponiveis, tais como: GeneBank Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) do National Center for Biotechnology

Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) foi utilizado para obter registros de

sequéncia dos aminoacidos das proteinas (subunidade o da [-conglicinina:
AY221105.1, subunidade a da [B-conglicinina: AB234095.1, subunidade B da -
conglicinina: AB213029.1; B-vignina do feijdo caupi: AM905848; B-vignina do feijao

adzuki: AB292246.1). A partir do software UniProtKB (http://www.uniprot.org/) foi

obtido informacbes FASTA (subunidade o' da [B-conglicinina: Q84UB3_SOYBN,
subunidade a da B-conglicinina: Q94LX2_SOYBN, subunidade 8 da B-conglicinina:
Q93VL9_SOYBN; B-vignina do feijdo caupi: ABYQHS_VIGUN; B-vignina do feijao
adzuki: A4P198 PHAAN) e o CLUSTAL W multiple sequence alignment 1.83

(http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html) para comparagdes multiplas entre

as sequéncia, ambos da European Bioinformatics Institute - EMBnet

(http://www.ebi.ac.uk/) (Figura 4).



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.uniprot.org/
http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html
http://www.ebi.ac.uk/
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Figura 4 — Alinhamento sequencial das vicilinas (7S) de soja, caupi e adzuki.

VEEEEECEEGQIPRPRP--QHPERERQQHGEKEEDEGEQPRPFPFPRPRQ
—VEKEECEEGEIPRPRPRPQHPEREPQQPGEKEEDEDEQPRPIPFPRP-Q

EWQHKQEKHQGKESEEEEEDQDEDEEQDKESQESEGSESQREPRRHKNKN
DERQFPFPRPPHQKEERNEEEDEDEEQQRESEESEDS - - - -ELRRHKNKN
—————————————————————————————————————————— VREDENNP
————————— VPLLLLGVLFLASLSVSFGIVHRGHQESQEESEPR-GONNP
———————————————————————————— IVHREHHESREEVSVSSGKNNP

PFHENSKRFQTLFKNQYGHVRVLOREFNKRSQQLONLRDYRILEFNSKPNT
PFLFGSNRFETLFKNQYGRIRVLORFNQRSPOQLONLRDYRILEFNSKPNT
FYFRSSNSFQTLFENQNVRIRLLORFNKRSPQLENLRDYRIVQFQSKPNT
FYFDSDRWEFHTLFRNQYGHLRVLOREFDQRSKQIQNLENYRVVEFQSKPNT
FYFNSDRWEFRTLYRNEWGHIRVLOQRFDQRSKQOMONLENYRVVEFKSKPNT

LLLPHHADADYLIVILNGTAILTLVNNDDRDSYNLQSGDALRVPAGTTFEY
LLLPNHADADYLIVILNGTAILSLVNNDDRDSYRLQSGDALRVPS————-—
ILLPHHADADFLLEFVLSGRAILTLVNNDDRDSYNLHPGDAQRIPAG----
LLLPHHADADFLLVVLNGRAILTLVNPDGRDSYILEQGHAQKTPAG-—-——
LLLPHHADADFLLVVLNGTAVLTLVNPDSRDSYILEQGHAQKIPAG----

VVNPDNDENLRMIAGTTEFYVVNPDNDENLRMITLAIPVNKPGRFESFFLS
—————————————— GTTYYVVNPDNNENLRLITLATIPVNKPGRFESFFLS
——————————————— TTYYLVNPHDHONLKIIKLAIPVNKPGRYDDFFLS
——————————————— TTFFLVNHDDNENLRIVKLAVPVNNPHRFQDFFLS
——————————————— TTFFLVNPDDNENLRIIKLAIPVNNPHRFQDFFLS

STOQAQQSYLOGEFSKNILEASYDTKFEEINKVLEFGREEGQQOQGEERLQESV
STEAQQSYLQGEFSRNILEASYDTKFEEINKVLESREEGQQQGEQRLQESV
STQAQQSYLOGFSHNILETSFHSEFEEINRVLFGEEE-———— EQRQQEGV
STEAQQSYLQGEFSKNILEASFDSDFKEINRVLEGEEEQKQQODEESQQEGV
STEAQQSYLRGEFSKNILEASFDSDFKEINRVLEFGEERQQQQOGEESREEGV

IVEISKKQIRELSKHAKSSSRKTISSEDKPEFNLGSRDPIYSNKLGKLFETI
IVEISKEQIRALSKRAKSSSRKTISSEDKPEFNLRSRDPIYSNKLGKEFFEI
IVELSKEQIRQLSRRAKSSSRKTISSEDEPFNLRSRNPIYSNNEFGKFFEI
IVQLKREQIRELMKHAKSTSKKSLSTONEPFNLRSQKPIYSNKFGRLHET
IVELKREQIQELMKHAKSSSRKELSSQDEPEFNLRNSKPIYSNKFGRWYEM

TQ-RNPQLRDLDVFLSVVDMNEGALFLPHFNSKAIVVLVINEGEANIELV
TPEKNPQLRDLDIFLSIVDMNEGALLLPHENSKAIVILVINEGDANIELV
TPEKNPQLRDLDIFLSSVDINEGALLLPHFNSKAIVILVINEGDANIELV
TPEKNPQLRDLDVFLTSVDIKEGGLLMPNYNSKAIVILVVNKGEANIELV
TPEKNPQLKDLDVFISSVDMKEGALLLPHYSSKAIVIMVINEGEAKIELV

GIKEQQQORQQQEEQPLEVRKYRAELSEQDIFVIPAGYPVMVNATSDLNEF
GLKEQQQEQQQEEQPLEVRKYRAELSEQDIFVIPAGYPVVVNATSNLNFF
GIKEQQQKQKQEEEPLEVQRYRAELSEDDVFVIPAAYPFVVNATSNLNFL
GOREQQQQO-QQEES-WEVQRYRAEVSDDDVFVIPASYPVAITATSNLNEF I
GLSDQQQQOKQQEES-LEVQRYRAELSEDDVFVIPAAYPVAINATSNLNEF

AFGINAENNQRNFLAGSKDNVISQIPSQVOELAFPRSAKDIENLIKSQSE
AIGINAENNQRNFLAGSODNVISQIPSQOVQELAFPGSAQAVEKLLKNQRE
AFGINAENNQRNFLAGEKDNVVRQIERQVOELAFPGSAQDVERLLKKQRE
AFGINAENNQRNFLAGEEDNVMSEIPTEVLDVTFPASGEKVEKLINKQSD
AFGINAENNRRNFLAGGKDNVMSEIPTEVLEVSFPASGKKVEKLIKKQSE

SYFVDAQPQOKEEGNKGRKGPLSSTLRAFY -
SYFVDAQPKKKEEGNKGRKGPLSSILRAFY--
SYFVDAQPQOKEEGSKGRKGPFPSTLGALY -
SHFTDHSSKREERV-—---———-————————-

SHEVDAQPEQQOREEGHKGRKGSLSSILGSLY C-terminal
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A partir das simulagbes in silico (Tools on the ExPASy Server, NCBI
Blast/UniProtKB), observou-se que a p-vignina dos feijdes caupi e adzuki
apresentam estrutura primaria semelhante em 65 e 70%, respectivamente, a
subunidade o’ da B-conglicinina (Figura 4). Obviamente, a analise virtual de hidrolise
enzimatica a partir dessas proteinas, realizada em diferentes simulacdes com
pepsina, tripsina, quimotripsina, isoladamente, (PeptideCutter, Server: Bioinformatics
Resource Portal) ou pela simulacao gastrointestinal (Biopep:

www.uwm.edu.pl/biochemia) mostraram um grande numero de peptideos idénticos

para as proteinas 7S dessas espécies (dados ndo apresentados).

Embora as proteinas sejam codificadas por uma familia multigénica e, além
disso, exista uma significativa variagdo entre géneros e a propria espécie, estudos
anteriores apresentados por Borroto e Dure (1987), Argos et al. (1985) e Lackey
(1981) sugeriram a partir de estudos moleculares, a hipétese de que a codificacdo
de diferentes globulinas em leguminosas apresentariam genes ancestrais comuns.
Isso tem sido reportado como o determinante da homologia observada entre
algumas espécies, tal como foi mostrado no alinhamento sequencial para a -vignina
dos feijdes caupi e adzuki com a B-conglicinina da soja (Figura 4). Gepts et al.
(2005) a partir de diversos modelos de investigacao e dos resultados apresentados
numa conferéncia sobre os avangcos em leguminosas, realizada em 2004 na cidade
de Santa Fé, Novo México (USA), sugeriram que as relacdes filogenéticas entre
géneros da familia das leguminosas sdo basicamente refletidas na similaridade a
nivel gendmico entre as espécies, algumas vezes mostrando-se elevada e outras

nao.


http://www.uwm.edu.pl/biochemia
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5.1.1 B-conglicinina da soja (Glycine max (L.) Merrill)

Estudos de composi¢do quimica mostram que a fracdo protéica representa
entre 35-45% da constituicdo do grdo de soja. No entanto, foi observado que o
processo de remocédo parcial de lipideos, que no gréo integral representam de 18-
25%, provocou um aumento da concentracdo protéica para 50%, observada na
farinha desengordurada. O método utilizado para extragdo e isolamento da proteina
7S de soja teve um rendimento de 48% do total da fragdo presente na farinha. A
andlise de densitometria do extrato protéico total da soja mostrou que as globulinas
constituem 90% do isolado protéico de soja (Figura 5), sendo que a glicinina,
proteina majoritaria, representa 55%, e a P-conglicinina 38% da proteina total do
isolado. Os resultados de caracterizacdo da 7S isolada da soja, apresentados na
tabela 3 demonstram que a subfragdo-f da B-conglicinina representa a principal
subunidade na proteina, enquanto que subfracdo-a’ a minoritaria.

A relagdo 11S/7S encontrada foi de 1,44, semelhante as espécies cultivadas
no Japdo que apresentam relacao de 1,28 a 1,70, porém, maior do que as taxas
descritas em cultivares nos EUA que se mostram entre 0,97 a 1,07. Estudos
anteriores tém reportado que esta diferenca entre os cultivares inicia-se ja na fase
de sintese, e se estende durante o acumulo de proteina no cotilédone. Estudos mais
recentes de analise filogenética de cultivar de soja tém confirmado esta diversidade
de composi¢do (EL-SHEIMY et al. 2001), sendo sugerido também para outras

espécies de leguminosas.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes redutoras (A), e

representacdo gréfica da analise de densitometria das proteinas de soja (B).
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Coluna 1, representa o extrato protéico total; coluna 2, representa a proteina 3-conglicinina
(7S), e a coluna MW corresponde ao padrao de massa molecular (97-14,4 kDa).

Tabela 3 — Massa molecular (MM), percentual relativo (%) e mobilidade relativa (Rf)
das subunidades presente no extrato protéico total e da proteina -conglicinina (7S)
isolada de soja’

Extrato protéico total B-conglicininaisolada
subunidade MM (% relativo) MM (% relativo) RI.
1 70,9 (10,5) 70,9 (24,5) 0,109
2 67,5 (11,7) 67,0 (28,2) 0,131
3 62,5 (8,9) - 0,159
4 53,2 (9,8) 53,0 (37,7) 0,220
5 45,2 (4,4) - 0,281
6 39,8 (20,9) - 0,332
7 37,0 (6,8) - 0,371
8 19,5 (27,0) - 0,606

'Géis de eletroforeses digitalizados e analisados por densitometria utilizando scanner Alpha Imager e
software AlfaEase FC (Alpha Innotech, San Leandro, Ca, USA).
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O cromatograma obtido no fracionamento da proteina isolada apresentou
dois picos majoritarios com absorcdo em 280 nm, localizados entre as fracfes 40-48
(pico 1) e 78-88 (pico 2), porém, a determinacdo de proteina mostrou apenas tracos
protéicos no pico 1, enquanto que o pico 2 representava a vicilina de soja (Figura 6).
A analise do pico 1, por SDS-PAGE mostrou a presenca da fracdo legumina (11S)
como contaminante, no entanto, ndo houve relacéo entre os valores de absorbancia
observados e a quantidade proteica. Estudos anteriores de isolamento de proteinas
em outras espécies de leguminosas tém reportado a presenca de compostos nao
protéicos com absorcdo em 280 nm. O resultado obtido da recromatografia do pico
da vicilina de soja esta apresentado nas figuras 7A e 7B. O resultado apresentado
na analise eletroforética mostra que a proteina 7S da soja € composta de 3
subunidades, duas delas (a-conglicinina e a’-conglicinina) com massa entre 94-66 e

uma entre 66-24 kDa (B-conglicinina), como reportado anteriormente por Nagano et

al. (1992), El-Sheimy et al. (2001) e Duranti et al. (2004).

Figura 6 — Cromatograma obtido em coluna Sepharose CL-6B a partir do
fracionamento da B-conglicinina (7S) isolada.
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Figura 7 — Cromatografia do pico obtido em coluna de Sepharose CL-6B (A), e
eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes redutoras do pico da f-
conglicinina de soja (B).
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Coluna 1 e 2 representam 10 e 5 ug/proteina, repesctivamente, e a coluna MW corresponde
ao padrao de massa molecular (97-14,4 kDa).

5.1.2 B-vignina do feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)

A separacdo da vicilina (7S) do feijao caupi foi padronizada a partir de
repetitivos ensaios de solubilidade e precipitacdo isoelétrica, a principio
considerando resultados reportados por alguns estudos anteriores (FREITAS et al.
2004; ALUKO et al. 1997). Embora os estudos de separacdo e caracterizacdo de
proteinas de muitas espécies de leguminosas tenham sido por décadas objetivo de
estudos, verificou-se na literatura que algumas espécies, entre estas as do género
Vigna, apresentam ainda deficiéncia de informacdes especificas quanto a
caracterizacdo das propriedades de suas proteinas e subunidades proteicas.

As globulinas sao proteinas majoritarias das leguminosas, inclusive quando
se reporta a proteina de feijdes do género Vigna que geralmente apresentam

caracteristica insolivel em agua, porém, dissolvem em solucdes salinas diluidas em



Pagina |79

valores de pH acima ou abaixo de seu ponto isoelétrico (DURANTI e GIUS, 1997).
Em algumas espécies como, por exemplo, na soja as globulinas chegam a
representar 90% do conteudo proteico total do grédo. Neves et al. (2003) e Aluko et
al. (1997) estudaram algumas propriedades da globulina principal parcialmente
purificada do feijdo caupi. Estes estudos mostraram que as globulinas apresentam-
se como fracdo protéica majoritaria no caupi. O fracionamento da proteina mostrou
qgue a globulina e albumina representam 42 e 10% da proteina total, respectivamente
(SHOSHIMA et al. 2005; NEVES et al. 2003). Murray et al. (1983) mostraram que
esta fracdo representa 72% do contetdo protéico total, enquanto que as albuminas
(soluveis em agua) representaram 12-17% do grdo. No entanto, Freitas et al. (2004)
mostraram que as albuminas representavam cerca de 45%, em contrastes com 0s
resultados reportados em outros estudos (SHOSHIMA et al. 2005; NEVES et al.
2003; ALUKO et al. 1997; MURRAY et al. 1983). Nosso estudo mostrou que as
globulinas representam a proteinas majoritarias do feijdo caupi, sendo que as
albuminas representam entre 10-20%, como pode ser observado em um ensaio de
caracterizacao destas fracdes (Tabela 4).

Resultados de estudos anteriores demostraram que a banda na faixa de 94
kDa representa as albuminas, as demais subunidades entre 94-66 kDa (legumina,
11S), 66-29 kDa representam as globulinas, como mostrado na figura 8. Nossos
resultados foram préximos aos sugeridos anteriormente por Freitas et al. (2004). Os
autores postularam ainda que a globulina total do feijao caupi era representava por
trés proteinas majoritarias, denominadas genericamente gama, beta e alfa vigninas.
A fragéo alfa-vignina em condi¢cdo desnaturante, mas ndo redutora mostrou uma
subunidade majoritaria com massa molecular de aproximadamente 80 kDa e duas

menores com massas proximas a 44 e 58 kDa. Os resultados mostraram ainda que
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esta fracdo nédo glicosilada apresentava um coeficiente de sedimentacao de 16,5S,
caracteristico de proteinas do tipo legumina (11S), e que a proteina gama (2S), a
menor fracdo mostrada, apresentava um unica subunidade com massa de 22 kDa,

gue por auséncia de carga negativa ndo era separada por troca ionica.

Tabela 4 — Massa molecular (MM), percentual relativo (%) e mobilidade relativa (Rf)
das subunidades presente no extrato protéico total e da proteina B-vignina (7S)
isolada do feijgo caupi*

. Extrato protéico total B-vignina isolada
subunidade MM (% relativo) MM (% relativo) R.
1 111,2 (3,2) - 0,073
2 72,8 (5,5) - 0,239
3 65,8 (9,6) 65,9 (8,4) 0,278
4 60,4 (15,7) 60,5 (33,3) 0,312
5 55,8 (23,9) 55,9 (46,8) 0,343
6 44,7 (5,8) - 0,435
7 40,7 (4,9) - 0,466
8 34,5 (18,2) 35,0 (11,5) 0,531
9 27,6 (7,7) - 0,618
10 21,5 (5,5) - 0,716
11 18,8 (5,7) - 0,770

'Géis de eletroforeses digitalizados e analisados por densitometria utilizando scanner Alpha Imager e
software AlfaEase FC (Alpha Innotech, San Leandro, Ca, USA).

Por outro lado, Freitas et al. (2004) descreveram a B-vignina como a
proteina majoritaria do caupi constituida de dois polipetideos majoritartios
glicosilados (55 e 60 kDa) e outros menores (66, 22, 24 e 30), caracteristico de
proteinas do tipo vicilina (7S). No entanto, outros autores tém sugerido a presenca
de um numero maior de subunidades. Nossos resultados mostrados na figura 8A, a
partir do isolamento da -vignina do feijdo caupi constituia-se de dois polipeptidios
majoritarios (55 e 50 kDa) e trés menores (61, 25 e 35 kDa) que foram confirmados
pela analise densitométrica (Figura 8B), semelhantes aos resultados sugeridos

anteriormente por Aluko et al. (1997).
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Figura 8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes redutoras (A), e
representacao grafica da andlise de densitometria das proteinas do feijao caupi (B).
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Coluna 1, representa o extrato protéico total; coluna 2, representa a proteina 3-vignina (7S)
isolada, e a coluna MW corresponde ao padréo de massa molecular (97-14,4 kDa).

A extracdo do isolado protéico da farinha do feijdo caupi, em diferentes
concentracfes de cloreto de s6dio mostrou alterar a obtencédo da globulina total. A
fracdo 11S mostrou-se ausente no isolado quando a extracdo foi realizada com 0,1
mol/L NaCl, de acordo com os procedimentos de isolamento apresentado na figura
2. O efeito observado sugere que esta proteina torna-se insollvel em concentracdo
igual ou abaixo desta citada anteriormente, mas € prontamente revertida quando
levada a concentracdo entre 0,15-0,30. Além disso, 0 processo subsequente de
dialise/diluicio mostrou viavel para a remocdo da fragdo albumina com massa
molecular préoxima a 97 kDa, posteriormente confirmada apds testes de

fracionamento por extragcao em solugéao aquosa, seguido de
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precipitacdo/solubilizacdo por dialise.

Embora o rendimento de extracdo obtido de 8,6% da B-vignina (7S) em
relacdo a farinha integral tenha sido considerado baixo, devido as varias etapas do
procedimento de separacdo, quando relacionado ao conteudo protéico total na
farinha, este percentual passou a representar 39%, e em relacdo ao conteudo
estimado da fracdo 7S este percentual apresentou média de 49%. Além disso,
apresentou um grau de pureza superior a 93%.

A B-vignina isolada, que posteriormente foi cromatografada em coluna de gel
filtracdo, apresentou um uanico pico de proteina, como pode ser observado no
cromatograma (Figura 9A), e confirmada por analise de SDS-PAGE (Figura 9B),
comparado aos resultados previamente estabelecidos na literatura por Aluko et al.,

(1997).

Figura 9 — Cromatograma em coluna de Sepharose CL-6B da B-vignina (7S) do
feijao caupi (A), e eletroforese em gel poliacrilamida em condicfes redutoras (B).
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Coluna 1, extrato protéico total de feijao caupi; coluna 2, proteina B-vignina cromatografada,
e a coluna MW corresponde ao padrdo de massa molecular (97-14,4 kDa).
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5.1.3 B-vignina do feijao adzuki (Vigna angularis Willd)

A extracdo e isolamento da proteina do tipo vicilina do feijao adzuki foi
padronizada a partir de alguns conhecimentos prévios ja estabelecidos na literatura
de caracterizacdo fisico-quimica. Sakakibara (1979) e colaboradores estudaram
algumas propriedades da proteina isolada obtida do fracionamento cromatogréafico
em coluna Sephadex G-200. No estudo foi determinado o coeficiente de
sedimentacdo, ponto isoelétrico, estimativa do peso molecular e caracterizacao
eletroforética que nos forneceu subsidios importantes para delinear um
procedimento viavel para o isolamento da B-vignina do feijdo adzuki. Outros estudos
tém mostrado que as globulinas, assim como na maioria das espécies de
leguminosas, representam a fracdo majoritaria da proteina total do adzuki, que
consiste de mistura de dois grupos principais com coeficiente de sedimentacéo de 7
e 2, respectivamente, 7S vicilina (majoritario) e 2S (FUKUDA et al. 2007; CHEN et al.
1984). Sakakibara et al. (1979) demonstraram que estes dois grupos representam
55 e 45% da fracdo protéica total, respectivamente. Chen et al. (1984) confirmaram
0s primeiros achados de Sakakibara et al. (1979) demonstrando que a globulina 7S
constitui a principal fracao protéica do feijao adzuki.

Nossos resultados, obtidos a partir da extracdo com NaCl 0,5 mol/L
mostraram que o isolado proteico obtido do feijdo adzuki a predominéncia de
proteinas das classes albumina e globulina (Tabela 5), corroborando como os
resultados reportado por outros autores. Chen et al. (1984) verificaram que cerca de
11% da proteina do feijdo adzuki era sollivel em agua, enquanto que na presenca de
0,5 mol/L de NaCl este percentual era representado por aproximadamente 70% da
proteina total. Este estudo mostrou ainda que a globulina 7S era constituida de trés

subunidades denominadas de alfa, beta 1 e beta 2, com massa molecular estimada
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de 55, 28 e 25 kDa, respectivamente. No entanto, 0os autores mencionam que a
subunidade beta 1 ndo tem sido frequentemente encontrada em diferentes cultivares
do feijdo adzuki (Tabela 5). Este fato foi observado em nossos resultados, onde a [3-
vignina isolada apresentou apenas duas subunidades a e (1, como pode ser

observada na figura 10.

Tabela 5 — Massa molecular (MM), percentual relativo (%) e mobilidade relativa (Rf)
das subunidades presente no extrato protéico total e da proteina B-vignina (7S)
isolada do feijdo adzuki'

) Extrato protéico total B-vignina isolada
subunidade MM (% relativo) MM (% relativo) R.
1 102,4 (4,7) - 0,056
2 87,0 (3,7) - 0,123
3 83,0 (5,3) - 0,142
4 68,3 (3,6) - 0,221
5 64,5 (7,0) - 0,245
6 57,2 (59,4) 56,5 (88,0) 0,294
7 38,0 (6,9) 37,9 (9,4) 0,460
8 33,5 (5,6) - 0,512
9 29,6 (1,8) 29,6 (2,6) 0,563
10 20,7 (2,0) - 0,709

'Géis de eletroforeses digitalizados e analisados por densitometria utilizando scanner Alpha Imager e
software AlfaEase FC (Alpha Innotech, San Leandro, Ca, USA).

O isolamento da B-vignina (7S) se iniciou da separacdo do isolado protéico
total obtido por extracdo com agua, seguida de reextracdo com solucdo salina 0,5
mol/L de NaCl. A partir do conhecimento na qual a proteina albumina apresenta uma
elevada solubilidade em solugdo aquosa, distinto das globulinas, o procedimento
subsequente consistiu na diluicdo do isolado protéico (IP) a uma concentracdo salina
a < 0,05 mol/L, para separagéo destas duas classes e obtencao da globulina total,

como descrito no procedimento de isolamento apresentado na figura 3.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras (A), e
representacdo grafica da analise de densitometria das proteinas do feijao adzuki (B).
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Coluna 1, representa o extrato protéico total; coluna 2, representa a B-vignina (7S) isolada, e
a coluna MW corresponde ao padréo de massa molecular (97-14,4 kDa).

Durante os testes de padronizacdo do isolamento, foi observado que a
fracdo 11S tornava-se insoluvel em concentragcdo salina de NaCl abaixo de 0,25
mol/L. Desta forma, foi possivel realizar a separacdo das fracées 7S e 11S pela
resolubilizacdo e precipitacdo do material nessas condicdes. No entanto, foi
observado que este procedimento provocava uma perda significativa da 7S que
migrava para o precipitado junto com a fragéo 11S. Por outro lado, os procedimentos
adotados mostraram ser eficientes para isolamento da fracdo 7S, visto que no
sobrenadante néo foi observado presenca da fragdo 11S, porém, observou-se que a
parte da fracdo 2S ainda permanecia presente. O isolado de globulina 7S foi entdo

diluido novamente a uma concentragao de NaCl < 0,05 mol/L o que a tornava
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insoltvel, e ao mesmo tempo a fracdo 2S permanecia em solucdo favorecendo a
exclusdo desta fracdo por uma simples centrifugacdo. Este efeito era acelerado
guando a solucao era mantida em temperatura proxima a 4 °C.

A B-vignina (7S) isolada foi cromatografada em coluna de filtracdo em gel
Sepharose CL-6B, e apresentou apenas um pico majoritario no perfil cromatografico,
conforme mostrado na figura 11A. Os tubos do pico foram reunidos, o teor protéico
guantificado e realizado SDS-PAGE para verificar o perfil eletroforético da B-vignina
do feijao adzuki. A analise densitométrica da proteina (B-vignina purificada mostrou
gue esta fracdo consisti de duas subunidades majoritarias com massa molecular de
55 e 30 kDa, genericamente denominadas de alfa e beta vigninas, respectivamente,
conforme evidenciado por Fukuda et al. (2007) e Chen et al. (1984). Assim, foi
possivel determinar por meio da andlise comparativa entre IP, B-vignina isolada e
purificada que o processo de fracionamento a partir da farinha mostrou ser eficiente
em relacao as condi¢fes qualitativas.

Chen et al. (1984), e recentemente Fukuda et al. (2007) demonstraram que a
proteina B-vignina constitui a fracdo protéica majoritaria do feijao adzuki, no entanto,
devido as inumeras etapas do protocolo de isolamento e pela necessidade de se
obter um material adequado qualitativamente o rendimento de extracdo mostrou ser
consideravelmente baixo. O rendimento médio de obtenc¢do da -vignina em relacéo
a farinha integral, proteina e vicilina total foi de 4, 18 e 43%, respectivamente. Isto
significa que para cada 1 Kg™ de farinha utilizada na extracéo se obteria em média

de 33,4 g de B-vignina.
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Figura 11 — Cromatograma obtido em coluna de Sepharose CL-6B (A), e SDS-
PAGE em condi¢des redutorasda B-vignina (7S) do feijao adzuki (B).
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Coluna 1, isolado protéico total; coluna 2, B-vignina cromatografada, e a coluna MW
corresponde ao padrdo de massa molecular (97-14,4 kDa).

5.1.4 Caracterizacéo eletroforética bidimensional

As figuras 12 e 13 apresentam o0s resultados da andlise eletroforética
bidimensionais obtidos a partir do extrato protéico total e da proteina B-vignina (7S)
cromatografada dos feijdes caupi e adzuki, respectivamente.

As proteinas solubilizadas em 0,5 de NaCl e pH 7 presentes no extrato
protéico total do caupi quando foram separadas por IEF apresentaram uma grande
diversidade de “spots”, porém, € possivel identificar duas proteinas principais, como
pode ser observado na figura 12A. Além disso, podem ser notados os “spots”
correspondentes a globulina 11S e albumina (100, 70, 43, 35, 32 e 25 kDa) como
sugerido por Murray et al. (1983), e a proteina 2S de 22 kDa, reportada por Freitas
et al. (2004). Embora nao tenha sido realizada uma analise quantitativa dos “spots” é

possivel comprovar a partir dos dados apresentados que as duas subunidades

majoritarias da B-vignina do caupi de 61 e 56 kDa apresentam o ponto isoelétrico
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(PI) muito préximos, entre o pH 5,3-5,5, enquanto que a subunidade de 35 kDa
mostrou Pl proximo ao pH 7. Estes resultados foram confirmados a partir dos
resultados com a proteina cromatografada, mostrados na figura 12B.

O extrato proteico total do feijdo adzuki, obtido nas mesmas condicdes
mencionadas anteriormente demonstrou uma menor diversidade de proteinas
comparada ao feijdo caupi, como mostrado na figura 13. Chen et al. (1984)
relataram a presenca de aproximadamente 50 “spots” em um extrato de adzuki
obtido com agua. Os autores demonstraram ainda uma grande frequéncia de
proteinas entre o pH 4-5,2. Nosso resultado foi distinto aos reportados nesse estudo,
todavia, seja possivel observar algumas proteinas na faixa de pH indicado pelos
autores do estudo (CHEN et al. 1984). A subunidade principal da p-vignina do feijao
adzuki que apresenta massa molecular de 57 kDa apresentou Pl entre o pH 5,8 e
6,0, como pode ser observado na figura 13A. Esse resultado foi confirmado pela
analise IEF realizada com a proteina B-vignina cromatografada, apresentada na
figura 15B, e foram semelhantes aos dados sugeridos por estudos anteriores (CHEN
et al. 1984).

Sakakibara e colaboradores (1979) sugeriram num estudo anterior que a [3-
vignina do adzuki era formada de trés subunidades de 55, 28 e 25 kDa,
respectivamente, enquanto que Chen et al. (1984), mais tarde reportariam a duas
subunidades de 55 e 35 kDa. Meng e Ma (2001) sustentaram a presenca de uma
subunidade majoritaria de 55 kDa, e duas menores com aproximadamente 33 e 29
kDa. Porém, nossos resultados confirmam a presenca de uma proteina majoritaria e
pelo menos outra menor de aproximadamente 38 kDa, como pode ser observado na

figura 13B.
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Figura 12 — Mapa eletroforético bidimensional do extrato protéico total (A), e da p-vignina (B) obtida por cromatografia de gel filtracdo em

coluna Sepharose CL-6B do feijao caupi.
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Figura 13 — Mapa eletroforético bidimensional do (A) extrato protéico total, e da (B) p-vignina obtida por cromatografia de gel filtracdo em

coluna Sepharose CL-6B do feijdo adzuki.
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5.1.5 Estimativa da massa molecular

A estimativa da massa molecular das proteinas -vignina dos feijdes caupi e
adzuki sdo apresentadas na figura 14. Estas foram analisadas a partir da relacao
Ve/Vo contra o logaritmo das proteinas conhecidas, através de gel filtracdo em
coluna Sephadex G200.

As vicilinas (7S) apresentaram massa molecular de 133,8 e 146,4 kDa,
respectivamente, para os feijdes caupi e adzuki. De fato, quando comparados o0s
resultados observados através da analise densitométrica para a B-vignina do caupi,
demonstrados na tabela 4, verificou-se que a estimativa obtida a partir da somatoria
das trés subunidades de aproximadamente 61, 56 e 35 kDa, respectivamente,
confirma o resultado encontrado para o peso molecular da proteina (~152 kDa), pela
técnica cromatografica supracitada.

Por outro lado, partindo desse mesmo principio, na analise da B-vignina do
adzuki foi possivel observar uma inesperada divergéncia. A somatéria das
subunidades de aproximadamente 57 e 38 kDa, resulta numa massa molecular de
95 kDa, bem menor do que a estimativa obtida (~154 kDa), por gel filtracdo em
coluna Sephadex G-200. Fukuda et al. (2007), pela primeira vez citado na literatura,
alegaram num estudo de caracterizagdo molecular e clonagem das isoformas da (3-
vignina que a subunidade majoritaria de aproximadamente 57 kDa, observada no
nosso estudo, é composta na verdade de duas subunidades de massa molecular
praticamente semelhante, embora tem sido demonstrado em condigbes ainda
controversas. No entanto, quando esta informacao foi levada em consideracdo na
estimativa, a partir do trimero, obtivemos uma massa molecular de exatamente
152,9 kDa, que posteriormente foi confirmada a partir de analises subsequentes

(dado ndo mostrado).
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Figura 14 — Grafico de estimativa da massa molecular por filtragdo em gel em coluna Sephadex G-200, da proteina 3-vignina dos
feijdes caupi e adzuki obtida por cromatografia de gel filtracdo em coluna Sepharose CL-6B.
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Padrbes moleculares utilizados foram: ferritina (440 kDa), miosina (240 kDa), galactosidase (116 kDa), soro albumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e citocromo C (12,4 kDa).
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5.1.6 N-glicosilacdo e outras analises

No presente estudo, foi realizada a analise qualitativa da presenca de
cadeias polipeptidicas no extrato proteico total e na B-vignina obtidos dos feijoes
caupi e adzuki. Inicialmente, através de simulacbes computacionais

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) realizadas com base nas sequéncias

disponiveis da B-vignina destas espécies. Assim, verificamos que a proteina do
caupi ndo demonstrava sitios de predisposicao para glicosilacdo, mas foi observado
para a proteina do adzuki (dados ndo mostrados). Em virtude disso, foi realizada
analise de deteccdo, através da reacdo imunoenziméatica com concanavalina
Alperoxidase.

Os resultados obtidos estédo apresentados na figura 15, onde se observa que
ambas as B-vigninas do feijao caupi e adzuki mostram ser glicosiladas. No entanto,
dentre as trés subunidades reportadas no presente estudo que constitui a B-vignina
do caupi, apenas a subunidade de massa correspondente a 61 kDa apresentou uma
reatividade significativa. Embora nossos resultados tenham demonstrado que as
duas subunidades majoritarias do caupi apresentem a mesma sequéncia N-terminal

(IVHRXHQESQEE...). A subunidade majoritaria da B-vignina do feijdo adzuki com

massa molecular de 57 kDa mostrou ser glicosilada, sendo que a subunidade
minoritaria de aproximadamente 38 kDa, apresentou uma reacdo em menor
intensidade. A presenca de carboidratos na estrutura de vicilinas tem sido
frenquentemente reportada na literatura. Segundo Derbyshire et al. (1976) os
acucares podem representar entre 2-5% nas globulinas de leguminosas. Além disso,
a proteina B-vignina isolada do feijdo caupi e adzuki apresentaram significativa
quantidade de zinco (9-12 x 10°%), niquel (8-9 x 10°%), célcio (32-47 x 10°%) e

magnésio (7-11 x 10%%) (dados n&o mostrados).


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Figura 15 — Andlise de deteccao de polipetideos glicosilados por meio da reacdo com concanavalina A/peroxidase.
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(A) eletroforese em gel de poliacrilamida, (B) confirmacao de transferéncia da proteina para membrana PVDF através da coloracdo com o
corante “ponceau”, (C) imunoreatividade com concanavalina A. Coluna 1, representam a proteina B-vignina do feijdo caupi obtida por
cromatografia em gel filtragédo; coluna 2, representam a proteina B-vignina do feijdo adzuki obtida por cromatografia em gel filtracdo; coluna 3,
representam o extrato protéico total de soja; coluna 4, representam o extrato protéico total do feijdo caupi; coluna 5, representam o extrato
protéico total obtido do feijdo adzuki.
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5.2 Reconhecimento imunoenzimatico

Os resultados apresentados nos testes de ELISA entre os cruzamentos das
proteinas nativas e os anticorpos produzidos a partir vicilina da soja, feijao caupi e
feijdo adzuki, apresentaram diferentes respostas e grau de antigenicidade.
Posteriormente foi analisado por immunoblotting para a identificacdo das
subunidades proteicas que determinavam a reatividade cruzada interespécie.

O soro anti-B-conglicinina (anticorpos) mostrou uma reatividade cruzada
intensa com as vicilinas (antigeno) do feijdo caupi e adzuki (Figura 16A). A reacao
imunoenzimética com caupi teve um reconhecimento de 93,5% na diluicdo inicial de
1/400, permanecendo em 70% em 1/12000. Valores proximos foram observados
também no cruzamento com a vicilina do adzuki, sendo a reatividade de 95 e 56%,
respectivamente, nas mesmas diluicbes supracitadas. Isto pode indicar a presenca
de homologia sequencial e/ou estrutural entre as proteinas devido o reconhecimento
antigénico que foi observado e confirmado pela reatividade cruzada pelo método de
immunoblotting com a proteina em condi¢cdes desnaturantes que demonstrou que
presenca de bandas antigénicas frente o soro anti-B-conglicinina (Figura 16B). O
resultado observado mostrou que as subunidades das vicilinas analisadas foram
reconhecidas pelo soro anti-B-conglicinina policlonal, no entanto, a subunidade com
massa entre 66-45 kDa da B-vignina do feijdo adzuki mostrou uma reatividade maior
do que as subunidades do feijdo caupi (Figura 16B).

A proteina vignina nativa do adzuki apresentou um elevado nivel de
reconhecimento pelo cruzamento com o soro anti-vignina do feijdo caupi. Os
resultados observados na reacdo imunoenzimatica mostraram uma identificacéo de
100% na diluicdo 1/400, permanecendo em 62% em 1/12000. A [B-conglicinina

apresentou uma baixa reatividade com o soro anti-vignina do caupi. O
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reconhecimento foi 20 e 12%, nas mesmas diluicbes (Figura 17A). Estas
observacdes foram confirmadas pelo resultado mostrado no immunoblotting. A
subunidade proteica referente a vicilina no feijdo adzuki em condi¢cGes redutoras e
desnaturantes foi fortemente reconhecida pela anti-vignina do caupi, enquanto que
na soja as subunidades a e o’ foram fracamente identificadas, apenas a subunidade
B da vicilina da soja apresentou uma reatividade consideravel (Figura 17B).

Os resultados da reacdo de ELISA apresentados pelo soro anti-vignina do
feijdo adzuki foram semelhantes aos observados para a anti-vignina do caupi. A
proteina do caupi mostrou um alto reconhecimento pelo soro do adzuki. Na diluicdo
inicial (1/400) foi observado um percentual de 99% de identificacdo, permanecendo
em 65% na diluicdo de 1/12000, enquanto que a B-conglicinina apresentou 22 e
15%, respectivamente, para as mesmas diluicdes (Figura 18A). Observou-se ainda
gue o soro obtido a partir do adzuki foi capaz de reconhecer fortemente a vicilina do
caupi e a da soja em menor intensidade (Figura 18B).

Recentemente, um grupo de pesquisadores italianos que desde a década de
90 investigam os efeitos hipocolesterolémicos observados a partir das proteinas de
soja identificaram que a sequéncia polipeptidica formada de 216 residuos de
aminoacido, correspondente a subunidade o da [-conglicinina, exercia acéo
reguladora da expressao de receptores de LDL in vitro e in vivo (CONSONNI et al.
2011, 2010). Em virtude deste fato, associado aos estudos que indicam uma forte
homologia entre a vicilina da soja, feijao caupi e adzuki, e também devido ao
reconhecimento antigénico observado em nossos resultados, cruzamos as proteinas

B-vignina dos feijées com o anti-corpo da subunidade o’ da 3-conglicinina.
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Figura 16 — Cruzamento entre o soro anti-B-conglicinina com a proteina B-vignina dos feijdes caupi e adzuki obtida por

cromatografia de gel filtracdo em coluna Sepharose CL-6B.
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(A) perfil antigénico pelo teste de ELISA; (B) imunoreatividade das cadeias polipeptidicas por “immunoblotting”.
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Figura 17 — Cruzamento entre o soro anti-B-vignina do feijdo caupi com as proteinas (-conglicinina e B-vignina do feijdo adzuki

obtidas por cromatografia de gel filtragdo em coluna Sepharose CL-6B.
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(A) perfil antigénico pelo teste de ELISA; (B) imunoreatividade das cadeias polipeptidicas por “immunoblotting”.
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Figura 18 — Cruzamento entre o soro anti-B-vignina do feijdo adzuki com as proteinas B-conglicinina e p-vignina do feijdo caupi

obtidas por cromatografia de gel filtracdo em coluna Sepharose CL-6B.
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(A) perfil antigénico pelo teste de ELISA; (B) imunoreatividade das cadeias polipeptidicas por “immunoblotting”.
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Figura 19 — Cruzamento entre o soro anti-a’ da B-conglicinina com a proteina B-
vignina dos feijdes caupi e adzuki.
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(A) eletroforese em gel de poliacrilamida, e (B) imunoreatividade das cadeias polipeptidicas

por “immunoblotting”. Coluna 1, extrato protéico total de soja; coluna 2, proteina B-vignina do
caupi; coluna 3, proteina 3-vignina do adzuki.

Figura 20 — Cruzamento entre o soro anti-a’da -conglicinina com as proteinas dos
feijdes caupi e adzuki.
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(A) eletroforese em gel de poliacrilamida, e (B) imunoreatividade das cadeias polipeptidicas
por “immunoblotting”. Coluna 1, padrdo molecular; coluna 2, B-vignina do caupi isolada;
coluna 3, proteina B-vignina do adzuki isolada; coluna 4, extrato protéico total do feijao

caupi; coluna 5, extrato protéico total do feijdo adzuki; coluna 6, extrato protéico total de
soja.
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Os resultados obtidos do cruzamento entre o anti-corpo da subunidade o’ da
B-conglicinina e as proteinas B-vignina dos feijado caupi e adzuki sdo apresentados
na figura 19. Observou-se que nao houve o reconhecimento imunolégico para
nenhuma das subunidades das espécies de analisadas. Resultados semelhantes
foram observados também quando cruzados com o extrato protéico total dos feijoes,

reportados na figura 20.

5.3 Efeitos sobre o metabolismo lipidico in vivo
5.3.1 Parametros biométricos

Os resultados encontrados para os parametros de ganho de peso, consumo
alimentar, excrecao fecal e coeficiente de eficacia alimentar sdo mostrados na tabela
6. ApGs os 28 dias experimentais, os animais alimentados com a dieta (HC)
enriquecida com 20% de gordura de palma, 1% de colesterol e 0,5% acido cdlico
tiveram um ganho de peso de 7% (P < 0,05) maior comparado aos alimentados com
a dieta padrédo (STD). No entanto, foram observados diferentes efeitos nos grupos
tratados com as proteinas e o farmaco. Os animais que receberam a proteina B-
conglicinina da soja (S), B-vignina do feijao caupi (C) e B-vignina do feijao adzuki (A)
apresentaram um peso corporal menor em 4,1% (P < 0,05), 7,4% (P < 0,01) e 11,8%
(P < 0,001), respectivamente, e os que foram tratados com sinvastatina (SV)
mostraram uma reducdo média de 12% (P < 0,001), todos comparados ao HC. Este
efeito foi significativo a partir do 20° dia experimental (Figura 21A).

Estudos anteriores tém reportado uma significativa reducdo no ganho de
peso quando animais foram alimentados com diferentes fontes de proteinas de
leguminosas (WILSON et al. 2007; RHO et al. 2007; FUKUI et al. 2004, 2002;

MACARULLA et al. 2001; DABAI et al. 1996) em especial as da soja. Em parte, este
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efeito ocorre devido a uma maior excrecdo fecal de lipideos (MACARULLA et al.

2001; DABAI et al. 1996) e uma menor deposicdo de tecido adiposo nos animais

(WILSON et al. 2007; FUKUI et al. 2004, 2002).

Figura 21 — Efeito da dieta HC e dos diferentes tratamentos sobre o crescimento
ponderal (A), e ingestéo diaria (B) durante o periodo experimental®.
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N&o houve diferenga significativa no consumo alimentar entre oS grupos

STD, HC e S, mas foi observada uma alteracdo no ganho de peso e na ingestéao

diaria dos grupos tratados com as proteinas do caupi, adzuki e pela droga

sinvastatina (Figura 21B). Estes parametros foram menores, respectivamente, nos
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grupos caupi em 14 e 10%, adzuki em 23 e 12% e sinvastatina 23 e 14%. Ainda na
figura 21B, podemos observar que a partir do 12° dia os grupos ja apresentavam
comportamentos distintos em relacdo a ingestdo. Porém, ndo foi observado
diferenca no coeficiente alimentar, sugerindo que a diminuicdo do ganho de peso
observado nos grupos C, A e SV possivelmente ocorreu como consequéncia da
reducdo da ingestdo. Todos os grupos alimentados com a dieta a HC tiveram uma
excrecdo fecal maior comparado ao STD. Porém, apenas 0 grupo tratado com
proteina do caupi apresentou um aumento significativo na excrecao fecal de 8,8% (P
< 0,05), em relacdo ao HC (Tabela 6).

O peso absoluto e os indices relativos dos Orgdos analisados sé&o
apresentados na tabela 7. Os resultados mostraram que 0s grupos alimentados com
a dieta HC tiveram um aumento significativo no peso do tecido hepatico e indice
hepatossomatico. O grupo HC teve um acréscimo de 73 e 72% (P < 0,001),
respectivamente, comparado ao STD. N&ao foram observadas alteracées nos grupos
que receberam a proteina da soja, feijdo caupi e sinvastatina quando confrontados
ao HC (P > 0,05), j& o grupo A teve uma diminuicdo de 19 e 10% (P < 0,05),
respectivamente, em relacédo ao HC. A dieta HC provocou um aumento de 100% e
96%, respectivamente, na deposicdo de gordura epididimal e do indice
viscerossomatico. Os grupos tratados com a proteina do feijao caupi (C) e feijao
adzuki (A) tiveram reducao de 19 e 17% (P < 0,05), e 16% (P < 0,05) e 5% (P >
0,05), respectivamente, em relacdo aos valores obtidos para HC. O tecido cardiaco
e a relacdo 6rgao/peso corpéreo nao sofreram alteracdes devido a dieta, ou mesmo
pelo tratamento com as proteinas. No entanto, os animais tratados com sinvastatina
mostraram um peso menor de 14% (P < 0,05), porém, ndo houve diferenca

significativa (P > 0,05) na relacdo 6rgao/peso do animal.



Pagina |104

Tabela 6 — Ganho de peso, consumo alimentar, coeficiente alimentar e excregdo fecal dos grupos experimentais.
Grupos experimentais?

STD HC S C A SV
Peso corporal inicial (g/animal) 184,3 +3,7 183,8+3,9 183,0+2,5 182,1+3,9 182,0 + 3,2 182,1+ 3,6
Peso final (g/animal) 351,0 + 3,5* 372,5+6,3 357,5+5,0 3450+ 7,3* 328,56+ 8,5* 327,9 + 6,9*
Ganho de peso (g/animal/dia) 59+0,1* 6,8+0,2 6,3+0,2 5,9 +0,2* 5,2 +0,2* 5,3+0,2*
Consumo (g/animal/dia) 18,9+ 0,3 18,2+ 0,5 17,3+0,3 16,4+ 0,5 16,5+ 0,5 15,7 £ 0,5*
Excrecao fecal (g/animal/dia) 1,4+0,0 1,6+0,1 1,6+0,1 1,7+0,1* 16+0,1 16+0,1
Coeficiente alimentar (%) 30,2 +£0,7* 36,0 £ 0,7 36,2+1,2 36,9+0,8 34,7+0,9 349+0,9

IValores representados em média + SEM. Diferentes marcadores indicam diferengas estatisticas *P < 0,05 e ** P < 0,01, pelo teste de Bonferronit-test de
comparacao multipla entre os tratamentos com grupo HC. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).

Tabela 7 — Biometria de tecidos e indices dos grupos experimentais.

Grupos experimentais*

STD HC S C A SV
Tecido hepético (g/animal) 11,4+0,3 19,7 +0,7 19,1+0,6 19,3+0,7 16,1+0,7 18,5+ 0,7
Tecido adiposo epididimal (g/animal) 2,6+0,2 52+0,3 4,6+0,3 4,2+0,3 4,3+0,3 4,7+0,3
Tecido cardiaco (g/animal) 1,2+0,0 1,2+0,0 1,2+0,1 1,2+0,0 1,1+0,1 1,1+£0,0
indice hepatosomatico (IHS, g/100g) 32+0,1 55+0,1 56+0,2 58+0,2 50+0,1 54+0,2
indice viscerosomatico (IVS, g/100g) 0,7+0,1 1,4+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1 1,5+0,1
Tecido cardiaco/peso corpdreo (g/100 g) 0,4+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0 0,3+0,0 0,3%+0,0

# IHS = (peso tecido hepético/peso corpdreo) x 100; IVS = (peso tecido adiposo/peso corpéreo) x 100.

FValores representados em média £+ SEM. Diferentes marcadores indicam diferencas estatisticas *P < 0,05 e ** P < 0,01, pelo teste de Bonferronit-test de
comparacao multipla entre os tratamentos com grupo HC. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina -conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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5.3.2 Indicadores bioquimicos

A figura 22 mostra o resultado da concentracao plasmatica do colesterol total
e triacilglicerideos de animais alimentados com a dieta padrdo e
hipercolesterolémica, sob diferentes tratamentos. O grupo HC (3,63 = 0,09 mmol/L)
teve um aumento de 149% (P < 0,05) do colesterol quando comparado ao que
recebeu uma dieta padrdo caseina (STD, 1,46 + 0,05 mmol/L). No entanto, foi
observado que administracdo de diferentes proteinas das leguminosas estudadas
minimizou este efeito deletério. Houve uma reducao significativa (P < 0,001) de 22,
34 e 33%, respectivamente, nos grupos tratados com dose diaria de [3-conglicinina
da soja (2,82 £ 0,12 mmol/L), B-vignina do caupi (2,45 £ 0,16 mmol/L) e B-vignina do
adzuki (2,43 + 0,09 mmol/L). Estes resultados foram semelhantes ao obtido para o
grupo tratado com a droga sinvastatina (2,89 + 0,19 mmol/L) que reduziu 21% da
concentracédo sérica (P < 0,001). A proteina da soja e do feijao adzuki mostrou ainda
reduzir o nivel de triacilglicerideo em 21% (0,58 + 0,05 mmol/L; P < 0,05) e 18%
(0,60 £ 0,02 mmol/L; P < 0,01), respectivamente, comparados ao HC (0,73 + 0,01
mmol/L). Ndo foi observada uma reducdo significativa (P > 0,05) nos animais
tratados com feijao caupi (0,72 + 0,03 mmol/L) e sinvastatina (0,68 + 0,06 mmol/L).

Pode ser observado na figura 23 que a dieta hipercolesterolémica aumentou
a fracdo ndo-HDL-c (VLDL-c+LDL+c) em quase 3 vezes, ou seja, 0 grupo HC teve
um acréscimo de 486% (2,93 £ 0,09 mmol/L; P < 0,001) em relacdo ao grupo STD
(0,50 £ 0,06 mmol/L). Os grupos S, C e A tiveram uma reducéo (P < 0,001),
respectivamente, de 39% (1,78 + 0,13 mmol/L), 54% (1,34 £ 0,16 mmol/L) e 53%
(2,37 + 0,01 mmol/L), comparado a concentragdo mostrada pelo HC. Estes
resultados foram superiores ao efeito (-31%) encontrado no grupo tratado com

sinvastatina (2,03 £ 0,25 mmol/L).
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Figura 22 — Concentracdo plasmatica de colesterol total (A), e triacilglicerideos (B), em ratos alimentados com ou sem dieta HC e
com diferentes tratamentos®.
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Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijao adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Figura 23 — Concentracdo plasmatica da lipoproteina ndo-HDL (A), e lipoproteina HDL (B), em ratos alimentados com ou sem
dieta HC e com diferentes tratamentos?.
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proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijao caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijao adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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O grupo HC alimentado com a dieta suplementada com 20% de gordura de
palma, 1% de colesterol e 0,5% de acido célico teve uma reducéo de 27% no nivel
da HDL-c (0,70 = 0,03 mmol/L; P < 0,05) em relacdo ao STD (0,96 = 0,04 mmol/L),
como mostrado na figura 23. No entanto, nos grupos que receberam as proteinas foi
observado um expressivo acréscimo desta fracdo. Nos grupos tratrados com a [3-
conglicinina da soja, B-vignina do caupi e B-vignina do adzuki houver um aumento de
49% (1,04 + 0,02 mmol/L), 57% (1,10 + 0,05 mmol/L) e 53% (1,07 + 0,08 mmol/L),
respectivamente. Nao houve alteracdo significativa no grupo SV. O indice
aterogénico (Figura 24) foi menor em 59, 70, 67 e 32%, respectivamente, nos grupos

tratados com as proteinas (S, C e A) e droga (SV).

Figura 24 — Indice aterogénico de ratos alimentados com ou sem dieta HC, e com
diferentes tratamentos®.
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P <0,001.
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A concentracao sérica de glicose ndo teve alteracao devido a composicéo da
dieta ou pelos tratamentos com as proteinas estudadas, porém, houve um aumento
de 17% (P < 0,05) no grupo tratado com sinvastatina (6,85 * 0,26 mmol/L)
comparado ao HC (5,86 + 0,25 mmol/L), como pode ser observado na figura 25A. O
grupo HC (0,30 £ 0,09 pg/L) apresentou uma reducao de 50% (P < 0,01) de insulina
plasmatica em relagdo ao STD (0,60 + 0,26 pg/L). Os grupos que receberam a
vicilina dos feijdes caupi (0,38 %+ 0,14 pg/L), adzuki (0,21 = 0,06 ug/L) e a
sinvastatina (0,46 + 0,24 pg/L) nao apresentaram alteragdes significativas
comparados ao HC. Porém, a reducdo sérica de insulina ndo foi observada nos
animais que receberam a proteina 7S da soja (0,61 + 0,25 pg/L), como reportado na
figura 25B.

A atividade sérica da lipoproteina lipase se mostrou duas vezes maior no
grupo HC (16,73 = 0,81 mmol/L; (P < 0,001) comparado ao STD (5,42 = 0,27
mmol/L) (Figura 26A). Os grupos que receberam doses diarias da proteina de soja,
caupi e adzuki mostraram um aumento de 67% (27,89 £ 1,05 mmol/L), 92% (32,16 +
2,68 mmol/L) e 63% (27,22 £ 1,56 mmol/L), respectivamente, e 0 grupo tratado com
sinvastatina teve um acréscimo de 73% (29,01 + 1,31 mmol/L) na atividade
enzimatica, comparados ao HC (P < 0,001). A figura 30B mostra que 0S grupos
alimentados com a dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento (P < 0,001) na
atividade da enzima transaminase pirtvica comparados ao grupo STD (12,28 + 0,31
mmol/L). N&o houve diferenga significativa entre o HC (19,18 + 1,06 mmol/L) e os
grupos C (18,75 = 0,93 mmol/L), A (20,89 £ 0,92 mmol/L) e SV (19,32 £ 0,77
mmol/L). Os animais que receberam a [B-conglicinina da soja (28,41 + 2,94 mmol/L)
mostraram um acréscimo significativo de 48% (P < 0,001), na atividade desta

enzima, em relacao ao HC.
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Figura 25 — Concentracéo plasmatica de glicose (A), e insulina (B), em ratos alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes

tratamentos?.
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenga estatistica, por analise de comparacao versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Figura 26 — Concentragdo plasmatica da lipoproteina lipase (A), e transaminase piravica (B), em ratos alimentados com ou sem
dieta HC e com diferentes tratamentos?.
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proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Os efeitos observados sobre a concentracdo plasmatica de lipideos em
animais tratados com a [-conglicinina tinha sido reportado anteriormente por outros
estudos. Aoyama et al. (2000) observaram em ratos uma reducdo do colesterol
plasmatico de 29%, enquanto que Fukui et al. (2002) verificaram uma diminuicdo de
21%. Duranti et al. (2004) reportaram uma reducdo de 49 e 36%, respectivamente,
em ratos Sprague-Dawley tratados com [3-conglicinina e com a subunidade o’ da [3-
conglicinina.

Embora os resultados apresentados nesse estudo sejam 0s primeiros a
demonstrar a agcdo da proteina B-vignina dos feijées caupi e adzuki isoladamente
das demais proteinas e componentes do gréo, outros estudos anteriores ja
indicavam a proteina como o0 elemento responsavel por estes efeitos relacionados
ao metabolismo dos lipideos. Dabai et al. (1996) haviam reportado uma reducao
acentuada em nivel plasmatico do colesterol total (18-31%), LDL-c (32-53%), e
triacilglicerideos (27-46%) em ratos alimentados durante 8 semanas com uma dieta
hipercolesterolémica, e que consumiram como Unica fonte protéica a farinha de
feijdes das espécies Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus e Vigna subterranea
comparado ao grupo que recebeu caseina. Macarulla et al. (2001) observaram o
efeito hipocolesterolémico da farinha e isolado protéico de Vicia faba em ratos. Estes
grupos tiveram uma reducao da concentracdo plasmatica de colesterol total de 37 e
30%, e a particula ndao-HDL-c foi menor 56 e 37%, respectivamente. Houve ainda
uma reducao dos triacilglicerideos de 39 e 11%, respectivamente, comparados ao
grupo alimentado com caseina como fonte proteica. Anderson et al. (1999)
apontaram uma reducdo no colesterol e triacilglicerideos em relacdo ao grupo
controle, respectivamente, de 10 e 11%, em homens adultos hipercolesterolémicos

alimentados com 120 g de feijdao (Phaseolus vulgaris) durante 21 dias.
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Mahadevappa et al. (1983) mostraram em ratos alimentados com o isolado protéico
do feijdo caupi (Vigna unguiculata) durante 8 semanas, uma reducéo de 40 e 24%,
respectivamente, para concentracdo sérica de colesterol total e hepatico.
Recentemente, Frota e Aréas (2008) verificaram em hamsters alimentados com uma
dieta tendo como fonte de proteina o isolado proteico do caupi um efeito
hipocolesterolemizante com reducéo de 20 e 22%, respectivamente, para colesterol
total e colesterol ndo-HDL.

Rho et al. (2007), em ratos Sprague—Dawley tratados com BSP (black soy
peptide), mostraram aumento do HDL-c em 29, 41 e 123%, e reducéo da fracdo néo-
HDL-c em 14, 24 e 54%, respectivamente, para BSP em 2, 6 e 10 do valor caldrico
da dieta. Kern et al. (2002) observaram acréscimo nao significativo da HDL-c, porém,
houve reducéo de 38% na fragcdo ndo-HDL-c em ratos Sprague-Dawley alimentados
com isolado proteico de soja. Choi et al. (2005) reportaram aumento na HDL-c de
105 e 67%, respectivamente, em camundongos diabéticos geneticamente
modificados (KK-AY), com dieta normal e hiperlipidica, ambos alimentados com

proteina isolada de um grédo de milho (Panicum miliaceum L).

5.3.3 Indicadores hepéticos e fecais

A figura 27 mostra os resultados da quantificacdo de colesterol total e
triacilglicerideos hepéticos nos grupos alimentados com dieta STD e HC, que
receberam ou ndo a vicilina da soja, feijao caupi, feijao adzuki ou sinvastatina. O
colesterol total hepatico foi aproximadamente cinco vezes maior (P < 0,001) no
grupo HC (23,37 £ 0,91 mg/g), comparado ao grupo STD (4,39 = 0,20 mg/g). Por
outro lado, a administracdo das diferentes proteinas minimizou o efeito observado no

grupo HC. Os resultados mostram que a proteina B-conglicininada soja, B-vignina do
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caupi e B-vignina do adzuki reduziram o colesterol total hepatico em 11% (P < 0,05),
14% (P < 0,01) e 9% (P < 0,05), respectivamente, enquanto que 0s animais tratados
com sinvastatina apresentaram uma reducédo de 11%, quando comparados ao HC.
O grupo HC (261,01 £ 6,73 mg/g tecido) teve um acréscimo na quantidade de
lipideos totais de 144%, comparado ao STD (107,07 = 7,72 mg/g tecido). Os animais
que receberam a proteina do feijao caupi (229,69 + 3,95 mg/g) mostraram uma
reducdo de 12% (P < 0,05), em relagéo aos valores obtidos para o HC. N&o houve
alteracdo significativa nos grupos tratados com a proteina da soja, adzuki e
sinvastatina.

A figura 28 mostra os resultados da quantificacdo de lipideos totais e
colesterol encontrado nas fezes dos grupos alimentados com dieta STD e HC, que
receberam ou ndo a vicilina da soja, feijao caupi, feijdo adzuki ou sinvastatina.
Todos os grupos que receberam a dieta HC tiveram um acréscimo da excrecéo
fecal, comparado ao grupo STD alimentado com dieta ndo enriquecida. Porém, entre
0s grupos tratados com as diferentes proteinas e droga, somente 0s animais que
receberam a vicilina do feijdo caupi tiveram um aumento significativo na excrecdo

fecal, comparado ao HC como ja reportado anteriormente (Tabela 6).
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Figura 27 — Concentracdo hepatica de colesterol (A), e triacilglicerideos (B), em ratos alimentados com ou sem dieta HC e com
diferentes tratamentos?,
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenga estatistica, por analise de comparacgao versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Figura 28 — Quantidade hepatica de lipideos totais em ratos alimentados com ou
sem dieta HC e com diferentes tratamentos.
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferencga estatistica, por analise de
comparacao versus o grupo HC utilizando o teste de Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e
I

P < 0,001.

Por outro lado, a quantificacdo de lipideos totais e colesterol total (Figura 29)
presente nas fezes mostraram que os grupos tratados com as diferentes proteinas
tiveram uma excre¢ao maior ao do HC. Os grupos S (169,3 + 1,3 mg/d), C (171,0 =
1,1 mg/d), A (179,9 + 0,8 mg/d) e SV (169,0 £ 1,5 mg/d), tiveram um acréscimo (P <
0,05) na excrecéao de lipideos em 11, 12, 18 e 11%, respectivamente, comparados
ao HC (153,0 = 1,3 mg/d). Outros resultados apontam ainda que as proteinas
apresentam capacidade de aumentar a excrecdo de colesterol pelas fezes. Os
animais que receberam a vicilina da soja, caupi e adzuki mostraram um acréscimo
significativo (P < 0,05) de 10% (24,1 £ 0,1 mg/d), 7% (23,6 = 0,1 mg/d) e 13% (24,7

+ 0,1 mg/d), respectivamente, comparados ao HC (21,9 £ 0,1 mg/d).
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Figura 29 — Quantidade de colesterol (A), e lipideos totais (B) presente nas fezes de ratos alimentados com ou sem dieta HC e
com diferentes tratamentos?.
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenga estatistica, por analise de comparagéo versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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5.3.4 Indicadores histolégicos

Os resultados da analise histologica a partir de figados dos ratos com ou
sem dieta HC, e com diferentes tratamentos durante 28 dias sdo mostrados na figura
30. A analise macroscopica do tecido hepatico demonstrou diferentes coloractes
possivelmente devido a deposicdo de gordura, no entanto, 0s resultados
microscopicos nao identificaram diferencas significativas entre os grupos com a dieta
HC que receberam doses diarias de proteina ou droga (HC, S, C, A e SV), somente
guando comparado ao efeito das dietas.

A avaliacdo permitiu observar que microscopicamente os cortes de figado
dos ratos do grupo STD apresentavam placas de hepatécitos entremeados por
sinusodides, apresentando muitas vezes pequenas “goticulas” de gordura, e os
ndcleos centralizados na célula. Desta maneira, o tecido hepatico dos animais deste
grupo foi definido com aspectos de normalidade. Enquanto que as laminas
analisadas a partir do figado dos animais alimentados com dieta suplementada com
20% de gordura de palma, 1% de colesterol e 0,5% de acido célico apresentavam
acumulo de gordura nas células do tipo microvesiculas e macrovesiculas, os nacleos
estavam rechassados para periferia e apresentavam certa desestruturacéo celular.

Assim, caracterizando-se o estado de esteatose hepatica (Figura 30).
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Figura 30 — Analise histologica de ratos alimentados com ou sem dieta HC, e com diferentes tratamentos.

HC

Imagens mostradas em aumento histolégico de 100X (a), 200X (b), 400X (c), e pela representacdo macroscépica do tecido (d). STD = dieta caseina (AIN-
93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a proteina 3-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina 3-
vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com proteina 3-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com
a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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5.3.5 Indicadores de expresséo génica

Estudos anteriores tém apresentado resultados que legitima a hipotese na
qual a ingestao de proteinas, particularmente as de leguminosas, exerceria um efeito
redutor da concentracdo plasmatica de colesterol e de outros lipideos devido uma
habilidade moduladora, alcancada por meio da inducdo/supressdo de genes de
enzimas e/ou receptores envolvidos no metabolismo (CONSONNI et al. 2011, 2010;
MARTINEZ-VILLALUENGA et al. 2010, 2009, 2008; RIGAMONTI et al. 2010;
BETTZIECHE et al. 2009, 2008; LOVATI et al. 2008, 2000; CHO et al. 2008;
SHUKLA et al. 2007; TORRES et al. 2006; BRANDSCH et al. 2006; MORIYAMA et
al. 2004). Os resultados observados no presente estudo, em ratos dislipidémicos
tratados com doses diarias da proteina (3-conglicinina da soja, B-vignina dos feijdes
caupi e adzuki sustentam estes achados. Isto porque, esses animais apresentaram
menores concentracbes plasmaticas de lipidios, e tiveram ainda alteracbes na
expressao de alguns genes no figado envolvidos no metabolismo lipidico.

As concentracdes hepaticas do mRNA das enzimas acido graxo sintase (EC
2.3.1.85) e mélica (EC 1.1.1.40) nos animais alimentados com dieta normal ou HC,
com diferentes tratamentos sao apresentadas na figura 31. Ambas sdo consideradas
enzimas lipogénicas que estdo relacionadas a biossintese de acidos graxos e
triacilglicerideos, a primeira desempenha uma funcéo fundamental na converséo do
malonil-CoA até o palmitato, catalisando todas as reacfes, enquanto que a segunda
tem mostrado exercer uma importante atividade no estimulo da secrec¢éo de insulina,
junto com outras enzimas do metabolismo da glicose.

O grupo STD alimentado com a dieta controle apresentou uma expressao da
enzima acido graxo sintase (3,77 + 0,02) 3,7 vezes maior, comparado ao grupo HC

(1,00 £ 0,01). Os animais tratados com a proteina B-conglicinina da soja e B-vignina
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do feijao adzuki tiveram uma menor expressado em 22 e 28%, respectivamente (P <
0,001). Nao houve alteracfes significativas na expressdo da enzima malica nos
grupos C e A, porém, os animais tratados com a proteina da soja apresentaram um
aumento expressivo de 87% (P < 0,001), enquanto aqueles que foram tratados com
sinvastatina mostraram uma reducdo de 10%. Pesquisadores japoneses com
destaque para Aoyama et al. (2001), Fukui et al. (2004) e Moriyama et al. (2004), ja
haviam reportado em estudos in vivo que a proteina B-conglicinina administrada
como Unica fonte proteica na dieta promovia significativa reducéo sérica e hepatica
de colesterol, associado com aumento da atividade da enzima carnitina
palmitoiltransferase, acil-CoA oxidase, 7-a hidroxilase e redugdo da acido graxo
sintase.

As expressfes hepéticas das enzimas 7-a-hidroxilase (CYP7Al, EC
1.14.13.17) e HMG-CoA redutase (EC 1.1.1.34) sdo apresentadas na figura 32. A
CYP7A1 tem sido considerada como a principal enzima envolvida no processo de
eliminacdo do colesterol hepatico pela via biliar. Esta € responsavel pela primeira
reagdo que converte o colesterol a 7a-hidroxicolesterol, que adiante sera convertido
em &cido colico. Além disso, os estudos em animais e humanos tém demonstrado
que a deficiéncia da enzima provoca hipercolesterolemia e o acimulo de colesterol
no tecido hepético, e sua atividade tem sido descrita como a etapa limitante para a
sintese de acidos biliares a partir do colesterol no figado. A partir dos resultados
obtidos neste estudo, podemos observar que a dieta HC (1,00 = 0,02) promoveu 0
aumento da expressédo da enzima CYP7Al em 39% (P < 0,001), quando comparado
ao grupo STD (0,61 + 0,02). Nos grupos tratados com a proteina do feijao adzuki e

com a sinvastatina houve um acréscimo na expresséo de 208 e 230%, enquanto que



Pagina |122

0S grupos soja e caupi tiveram uma reducdo de 53 e 30%, respectivamente (P <
0,001).

A dieta HC, enriquecida com gordura de coco (20%), colesterol (1%), acido
colico (0,5%) provocou uma intensa diminuicdo na expressao da enzima HMG-CoA
redutase (P < 0,001), como pode ser observado na figura 32B. O grupo HC
apresentou a expressao dessa enzima (1,00 + 0,02) aproximadamente 3 vezes
menor do que os animais do grupo STD (2,80 + 0,04). Os grupos tratados com a [3-
conglicinina da soja, B-vignina do caupi e B-vignina do adzuki tiveram uma menor
expressao em 12% (P < 0,05), 48% (P < 0,001) e 36% (P < 0,001), respectivamente,
comparado ao grupo HC. Nao foi observada alteracéo significativa no grupo tratado
com a droga sinvastatina. Além disso, a expressao de outra enzima envolvida na
biossintese de colesterol, a HMG-CoA sintase, apresentou uma reducao
significativamente importante observada nos animais tratados com as proteinas
(Figura 33A). Os grupos soja (S), caupi (C) e adzuki (A) apresentam uma menor
expresséo dessa enzima em 79% (0,21 £ 0,02), 74% (0,26 = 0,02) e 83% (0,17 £
0,01), respectivamente (P < 0,001), enquanto que o grupo tratado com a sinvastatina
mostrou-se menor em 11% (P < 0,05), todos comparado ao grupo HC.

Os estudos tém sugerido que aumento do catabolismo hepéatico das
lipoproteinas é induzido pelo acréscimo de receptores de LDL. Lovati et al. (2008,
2000), observaram in vitro que a B-conglicinina da soja promoveu aumento da
captacdo de LDL em 192% e do turnover em 143%, devido o acréscimo do numero
de receptores de LDL em células Hep-G2, que foi confirmado expressao positiva de
MRNA para os receptores. A partir dos resultados encontrados para a concentracao
relativa hepatica de mRNA do receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDLr),

apresentados na figura 33B, podemos observar que dieta HC (1,00 = 0,03) causou
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uma expressao de aproximadamente 4,5 vezes menor comparada a STD (4,49 *
0,03). No entanto, este efeito mostrou-se atenuado significativamente nos grupos
tratados com a proteina de soja (1,23 = 0,03), caupi (1,93 + 0,04) e com a
sinvastatina (2,31 £ 0,04) que apresentaram um aumento de 23% (P < 0,001), 93%
(P <0,001) e 131% (P < 0,001), respectivamente.

O receptor de LDL exerce uma funcdo fundamental na regulacdo na
concentracdo plasmatica da LDL-c. Desta maneira, 0 aumento da expressao desses
receptores levaria ao acréscimo da captacdo da LDL-c circulante. Em resposta a
elevacdo da concentracdo intracelular, outros dois mecanismos de regulacao
parecem ser ativados. O acumulo de colesterol e dos seus metabdlitos passa a
suprimir a transcricdo de genes envolvidos na biossintese e na captacdo de
colesterol, tais como mMRNAs para a enzimas HMG-CoA redutase e para o proprio
receptor de LDL, respectivamente. Este evento tem sido aceito como um dos
mecanismos de acao das estatinas. Além disso, muitos estudos tém sugerido que
peptideos das proteinas de leguminosas poderiam também execer acdo semelhante
(CONSONNI et al. 2011, 2010; DURANTI et al. 2004; MANZONI et al. 2003; LOVATI

et al. 2000, 1996).
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Figura 31 — Concentracao relativa de expressao hepéatica do mRNA das enzimas &cido graxo sintase (A), e mélica (B) de ratos

alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes tratamentos?.
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenga estatistica, por analise de comparacao versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Figura 32 — Concentracao relativa de expressédo hepéatica do mRNA das enzimas 7-a-hidroxilase (A), e HMG-CoA redutase (B) de
ratos alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes tratamentos?.
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IValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenca estatistica, por analise de comparacdo versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina p-vignina (7S) do feijao caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijao adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Figura 33 — Concentracéo relativa de expressédo hepética do mRNA da enzima HMG-CoA sintase (A), e do receptor de LDL (B) de
ratos alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes tratamentos?.

2,50 - 5,00 -
i 4,50 - i
<L <L
E 2,00 - E 4,00 -
£ £
3,50 -
m m ]
T g T3
2 g0 S 230 -
5 : E §25[1~
23 £z" :
ta E 1,DD == i !E" E z,nn a i
g2 - C <
€ t 150 - ¥
] ) T
=] Q I
S 050 - E 1,00 - -
&) . o
i I i 0,50 -
0.00 T T T T | T ! 0.00 T T T T T |
A STD HC S C A SV B STD HC S C A SV

IValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenca estatistica, por analise de comparac¢éo versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijao caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijao adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Estudos recentes demonstrando que as proteinas de leguminosas exercem
uma acdo moduladora na expressdo de genes envolvidos do metabolismo dos
lipideos tém sido unénimes na alegacdo da qual o mecanismo implicaria na
participacdo das SREBPs e dos PPARs (PAROLINI et al. 2012; RIGAMONTI et al.
2010; BETTZIECHE et al. 2008).

Bettzieche et al. (2008) observaram uma expressiva diminuicdo da sintese
de acidos graxos e triacilglicerideos devido a regulacdo dos fatores trancricionais
ligados a SREBP-1c, enzimas &cido graxo sintase e acil-CoA glicerol-3-fosfato
aciltransferase, em ratos alimentados com a proteina isolada do tremoco. Ascencio
et al. (2004) sugeriram que os efeitos exercidos pela proteina da soja na diminui¢éao
plasmatica de colesterol e triacilglicerideos poderiam ser uma consequéncia da
regulacdo na familia de fatores transcricionais da proteina ligante do elemento
regulatorio de esterbis (SREBP) que afetariam os niveis de insulina no plasma e
MRNA da SREBP-1c hepatico. Moriyama et al. (2004) também verificaram que os
niveis de insulina do plasma e mRNA de SREBPs eram afetados pela acdo da B-
conglicinina quando usada como Unica fonte de proteinas na dieta de animais.

Os resultados encontrados neste estudo com a proteina B-conglicinina de
soja, B-vigninas dos feijdes caupi e adzuki, para as concentracdes hepética de
MRNA dos fatores transcricionais das SREBPs e do PPAR-a sdo apresentados nas
figuras 34 e 35, respectivamente. Os grupos tratados com a proteina da soja e com
a sinvastatina mostraram uma menor expressao da SREBP-1c em 41% (P < 0,001)
e 26% (P < 0,001), comparados ao grupo HC. Os animais que receberam doses
diarias das proteinas de soja (0,56 + 0,02), caupi (0,64 £+ 0,02), adzuki (0,43 + 0,03)
e droga (0,85 £ 0,02) tiveram reducédo de expressado da SREBP-2 em 44% (P <

0,001), 36% (P < 0,001), 57% (P < 0,001) e 15% (P < 0,001).
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Figura 34 — Concentracao relativa de expressédo hepética do mRNA para os fatores transcricionais SREBP-1c (A), e SREBP-2 (B)
de ratos alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes tratamentos?.
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IValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenca estatistica, por analise de comparac¢éo versus o grupo HC utilizando o teste de
Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e *P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC, tratado com a
proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina B-vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com
proteina B-vignina (7S) do feijao adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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N&o foi observada variacdo no comportamento de expressdao do PPAR-a
entre 0os animais alimentados com dieta STD e HC. Por outro lado, os grupos
tratados com as proteinas do caupi, adzuki e a droga apresentaram valores de 55%
(P < 0,001), 47% (P < 0,001), 30% (P < 0,001) e 13% (P < 0,05) menores,

comparados ao grupo HC, respectivamente.

Figura 35 — Concentracdo relativa de expressao hepatica do mRNA para o fato
transcricional PPAR-a de ratos alimentados com ou sem dieta HC e com diferentes
tratamentos?.
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FValores representados pela média + SEM. Marcadores indicam diferenca estatistica, por andlise de
comparacao versus o grupo HC utilizando o teste de Bonferroni t-test, onde: *P < 0,05, **P < 0,01 e
*P < 0,001. STD = dieta caseina (AIN-93G); HC = dieta hipercolesterolémica (HC); S = dieta HC,
tratado com a proteina B-conglicinina (7S) (300 mg/Kg/dia); C = dieta HC, tratado com a proteina (3-
vignina (7S) do feijdo caupi (300 mg/Kg/dia); A = dieta HC, tratado com proteina B-vignina (7S) do
feijdo adzuki (300 mg/Kg/dia) e SV = dieta HC, tratado com a droga sinvastatina (50 mg/Kg/dia).
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Nossos primeiros estudos abordando a atividade hipocolesterolémica de
fracbes proteicas a partir de leguminosas usadas na alimentacdo se limitaram a
confirmar alguns dos achados reportados com as proteinas da soja, e avancar nos
estudos a partir da fragao B-conglicinina (7S) isolada dos demais componentes do
grao (FERREIRA et al. 2011, 2010), assim como revelar também a importancia da
fracdo glicinina (11S) nesse metabolismo (FASSINI et al. 2012, 2011), ja que havia
indicios que o elemento importante era de natureza proteica e néo resultante da
presenca das isoflavonas como, equivocadamente, apontavam alguns experimentos
(DURANTI et al. 2004; FUKUI et al. 2004; MORIYAMA et al. 2004; AOYAMA et al.
2001). Nossos primeiros estudos mostraram em ratos dislipidémicos que a [3-
conglicinina exercia uma acéo mais significativa sobre os niveis séricos de colesterol
total e triacilglicerideo do que a glicinina, porém, essa mostrava uma acao
importante sobre a fracdo HDL-c (FASSINI et al. 2012). Assim, destacam-se 0S
efeitos observados pela B-conglicinina proximos aqueles observados em um grupo
tratado com fenofibrato, uma droga hipolipidemica comercial (FERREIRA et al.
2010). Na sequéncia, outro estudo mostrou que diferentes quantidades
administradas da proteina 3-conglicinina causava um efeito importante e significante
com uma relacdo dose-resposta indicativa de sua acdo (FERREIRA et al. 2011).Por
outro lado, quando em combinagdo, a proteina associada ao tratamento
farmacoldgico com rosuvastatina e/ou fenofibrato mostrou exercer efeitos distintos
sobre as concentracdes de colesterol e triacilglicerideos plasmatico e hepatico,
aparentemente uma interferéncia da proteina na acdo da droga ou vice-versa foi
notada (FERREIRA et al. 2012a; FASSINI et al. 2012).

Naquele momento, a propriedade hipocolesterolémica exercida pela proteina

da soja ja havia sido reconhecida, em 1999, quando a US Food and Drug
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Administration (FDA) postulou a recomendacdo de ingestdo da proteina na
prevencado de doencas do coracdo. Embora o mecanismo de acdo ainda permaneca
pouco esclarecido, uma hipotese plausivel fazia referéncia a acdo de peptideos que
modulariam o metabolismo lipidico, por alteracbes na absorcéo, sintese, excrecéo,
inducdo e/ou supressdo de transcricdo de receptores e enzimas envolvidas
(CONSONNI et al. 2011, 2010; MARTINEZ-VILLALUENGA et al. 2010, 2008; CHO
et al. 2008).

Recentes estudos tém postulado inimeras evidéncias sobre a acdo de
peptideos originados da digestdo de proteinas presente nos alimentos com diversas
propriedades bioldgicas relacionadas as  atividades  antihipertensiva,
hipocolesterolémica, antiobesidade, antioxidante, capacidade de ligacdo com
minerais, anticancer, imunomoduladora, antimicrobiana e opidide (CAM e MEJIA,
2012; MARTINEZ-VILLALUENGA et al. 2010; ALUKO, 2008; SHAHIDI e ZHONG,
2008; CHO et al. 2008; LOVATI et al. 2008; DZIUBA e DAREWICZ, 2007). Parece
evidente que o elemento responsavel pela propriedade hipocolesterolémica exercida
por essas proteinas, na verdade, é resultante da acdo de peptideos originados da
hidrélise proteica. No entanto, os mecanismos de acao ainda séo pouco claros. Tem
sido postulado, que estes efeitos estédo ligados a peptideos de 3 a 20 residuos de
aminoacidos gerados da digestdo gastrointestinal que poderiam modular o
metabolismo do colesterol e triacilglicerideos, por alteracdes na absorcdo, sintese,
excrecdo, indugdo e/ou supressdo do mRNAs de receptores e enzimas envolvidas
no metabolismo lipidico (LOVATI et al. 2008; SHAHIDI e ZHONG, 2008). Os
resultados observados no presente estudo, também demonstraram o envolvimento
de fatores transcricionais como mecanismo provavel da acdo de proteinas do tipo

vicilina da soja, feijdo caupi e feijao adzuki.
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Peptideos isolados da proteina de soja tém apresentado efeitos obre o
metabolismo lipidico, através de inibicdo da sintese do colesterol pela regulacdo da
HMG-CoA redutase (PAK et al. 2012, 2007, 2005b), pela capacidade de estimular a
transcricdo dos mRNAs para receptores de LDL (CHO et al. 2008) e enzimas [3-
oxidativas, ou por meio da supressdo de enzimas lipogénicas (MARTINEZ-
VILLALUENGA et al. 2010, 2008). Estes possiveis mecanismos tém sido propostos
como alvos para novas alternativas no controle da hipercolesterolemia. Cho e seus
colaboradores (2008) conseguiram pela primeira vez isolar, identificar e sequenciar
peptideos originados da proteina de soja que mostraram estimular a transcricdo de
receptores de LDL em células HepG2. Inicialmente, os autores obtiveram a partir da
hidrolise da proteina isolada de soja com 15% de grau de hidrolise, cinco fracdes de
diferentes massas moleculares separadas por cromatografia em gel filtracdo que
foram testadas. As células expostas as fracdo 3 e 4, onde se encontravam oS
peptideos de pesos moleculares entre 200 e 3000 daltons (Da), tiveram um aumento
da transcricdo dos receptores em 68 e 58%, respectivamente, comparados ao
controle. Peptideos a partir dessas fracbes foram posteriormente isolados e
purificados por cromatografia de fase reversa. Entre os varios peptideos purificados,
sintetizados e testados, quatro deles com a seguinte sequéncia de aminoacidos,
FVVNATSN (+249%), FKTNDRPSIGN (+125%), SSPDIYNPQAGS (+121%) e
DTPMIGT (+155%), todos na concentragdo de 100 pmol/L demonstraram estimular
significativamente expressdo de receptores de LDL nas células. Este estudo
forneceu evidéncias diretas de que peptideos derivados da proteina de soja podem
influenciar na transcricdo de mRNA de receptores de LDL de células hepaticas

humanas.
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Achados mais recentes atribuiram a propriedade hipocolesterolémica da
proteina de soja e a peptideos gerados da hidrolise da subunidade o’- da B-
conglicinina que foram testados “in vitro” em HepG2 (CONSONNI et al. 2011, 2010).
Foi demonstrado que na presenca do oligopeptideos a captacdo e degradacédo da
LDL-c aumentavam em 192 e 143%, respectivamente. Este efeito foi similar quando
as ceélulas foram incubadas na presenca de sinvastatina. Porém, alguns estudos
anteriores, ja sugeriam que a proteina isolada de soja, ausente de outros
componentes, exerce acdo redutora de colesterol e triacilglicerideos devido a sua
capacidade de atuar na regulacdo de genes no figado (SHUKLA et al. 2007,
TORRES et al.2006; BRANDSCH et al. 2006). Entre estes, destacam-se as
proteinas ligante do elemento regulatorio de esterol (SREBPS) e receptores ativado
por proliferadores de peroxissoma (PPARS).

Outro mecanismo possivel tem sido apresentado em relacdo a diminuicdo da
sintese de colesterol enddégeno. Pak et al. (2005a), isolaram e identificaram
peptideos da glicinina de soja que apresentavam a habilidade de inibir a enzima
HMG-CoA redutase. Os autores demonstraram que o hidrolisado proteico produzido
por pepsina apresentava uma elevada capacidade de ligar-se com alguns &cidos
biliares in vitro. Deste hidrolisado foram obtidos inicialmente quatro fracdes (A, B, C
e D) separadas por HPLC utilizando coluna C18, que mostravam inibir a enzima,
respectivamente, em 31, 45, 43 e 50%. A fracdo D foi recromatografada resultando
em outras quatro fracdes (1, 2, 3 e 4) que inibiram a enzima, respectivamente, em
37, 75, 46 e 28%. O peptideo que apresentou a sequéncia IAVPGEVA com 754.9
Da, mostrou maior atividade inibitéria. Posteriormente, os autores (PAK et al. 2005b)
sintetizaram o peptideo IAVP o qual mostrou ser um potente inibidor da HMG-CoA

redutase, com efeito semelhante ao observado com a droga lovastatina. No entanto,
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a constatacdo mais importante encontrada foi que o mecanismo inibitério do
peptideo ocorria por competitividade em ambos os sitios ativos da enzima, substrato
e co-fator NADPH. Mais tarde, a partir da compreensdo deste mecanismo, 0S
pesquisadores (PAK et al. 2012) propuseram aplicacdo de um método de analise
espacial afim de propor novas sequéncias de peptideos, baseado nas duas
identificadas anteriormente, com atividade sobre a HMG-CoA redutase. Os
peptideos gerados foram sintetizados e testados. Os resultados obtidos confirmaram
a hipotese, sendo que a melhor resposta mostrou um aumento de 14 vezes na

atividade inibitoria, comparada ao primeiro peptideo (LPYP) isolado da soja.

6 CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo central investigar o efeito da
administracdo de proteinas de leguminosas, isoladamente dos demais componentes
quimicos sobre o metabolismo de ratos dislipidémicos. A partir dos resultados
observados através do experimento in vivo, podemos concluir que as proteinas [3-
conglicinina da soja, B-vignina do feijdo caupi e B-vignina do feijao adzuki exercem
um importante efeito sobre o metabolismo de colesterol, sendo ainda observada
uma acdo sobre os triacilglicerideos naqueles animais tratados com a proteina da
soja e adzuki. Os resultados demonstrados neste estudo fornecem evidéncias para o
reconhecimento da acdo hipocolesterolémica exercida por essas proteinas. Houve
também um avanco na proposta de que outras espécies poderiam apresentar
atividades semelhantes ou mesmo superiores aquelas observadas com a [-
conglicinina da soja. Além disso, contribuem aos achados da literatura que atribuem
esse efeito a regulacdo da expressédo de mRNA de enzimas e de fatores

transcricionais relacionados ao metabolismo dos lipideos.
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APENDICE A - Quantificacdo do RNA extraido do tecido hepéatico de ratos

alimentados com ou sem dieta HC, e com diferentes tratamentos.

A =260 A =280 260/280 []ug/mL  [] ug/uL

1 37,30 19,50 1,91 1483,0 1,48
2 14,28 7,75 1,84 543,2 0,54

3 23,29 12,41 1,88 924,8 0,92

4 30,24 15,82 1,01 1199,0 1,20

STD 5 51,50 28,00 1,84 1986,0 1,99
6 30,99 16,15 1,92 1227,0 1,23

7 80,22 44,04 1,82 3027,0 3,03

8 55,42 29,30 1,89 2112,0 2,11

9 60,86 31,46 1,94 2394,0 2,39

1 24,16 12,81 1,89 959,2 0,96

2 42,47 22,09 1,92 1680,0 1,68

3 44,30 23,06 1,92 1740,0 1,74

HC 4 36,69 19,03 1,93 1457,0 1,46
5 46,43 24,07 1,93 1839,0 1,84

6 59,79 30,89 1,94 2378,0 2,38

7 27,19 14,19 1,92 1071,0 1,07

8 52,00 26,82 1,94 2073,0 2,07

9 56,68 29,40 1,93 2257,0 2,26

1 30,28 15,98 1,90 1207,0 1,21

2 50,21 26,55 1,89 1984,0 1,98

3 58,57 30,81 1,90 2322,0 2,32

_ 4 58,76 30,68 1,92 2334,0 2,33
7S-Soja 5 31,44 17,08 1,84 1251,0 1,25
6 56,00 29,54 1,90 2214,0 2,21

7 75,66 39,90 1,89 2988,0 2,99

8 38,36 20,28 1,89 1508,0 1,51

9 22,94 12,16 1,89 912,0 0,91

1 62,24 32,36 1,92 2449,0 2,45

2 54,10 28,14 1,92 2130,0 2,13

3 61,52 33,88 1,82 2315,0 2,32

) 4 54,54 28,76 1,90 2121,0 2,12
7S-Caupl 5 86,15 45,19 1,01 3430,0 3,43
6 63,40 32,88 1,93 2526,0 2,53

7 86,19 45,19 1,01 3433,0 3,43

8 78,78 41,68 1,89 3116,0 3,12

9 54,04 27,52 1,96 2038,0 2,04

Continua...
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1 70,83 37,05 191 2824,0 2,82
2 59,20 30,78 1,92 2347,0 2,35
3 74,56 39,02 1,91 2927,0 2,93
4 79,44 41,70 1,91 3161,0 3,16
5 63,11 32,89 1,92 2508,0 2,51
6 55,25 28,81 1,92 2196,0 2,20
7 48,84 24,20 2,01 1953,6 1,95
8 78,52 40,94 1,92 3122,0 3,12
9 78,85 40,19 1,96 3133,0 3,13
1 39,40 20,52 1,92 1572,0 1,57
2 50,30 26,62 1,89 1958,0 1,96
3 58,02 30,22 1,92 2314,0 2,31
4 37,56 20,36 1,85 1438,0 1,44
5 29,76 15,87 1,88 1177,0 1,18
6 37,74 20,24 1,87 1462,0 1,46
7 55,50 29,18 1,90 2194,0 2,19
8 45,48 24,20 1,88 1756,0 1,76
9 47,26 24,96 1,89 1849,0 1,85




Pagina |148

APENDICE B — Eletroforese em gel de agarose do RNA extraido do tecido hepético
de ratos alimentados com ou sem dieta HC, e com diferentes tratamentos.

123456789 1234561789
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APENDICE C - Quantificacdo do cDNA produzido a partir do RNA de tecido
hepético de ratos alimentados com ou sem dieta HC, e com diferentes tratamentos.

A=260 A=280  260/280 []pg/mL  []pg/uL

1 45,01 24,55 1,83 2245,00 2,25

2 44,86 24,54 1,84 2223,00 2,22

3 43,51 23,73 1,83 2162,00 2,16

4 41,45 22,65 1,83 2063,00 2,06

STD 5 48,10 26,50 1,82 2367,00 2,37
6 42,14 23,08 1,83 2081,00 2,08

7 45,83 25,11 1,83 2274,00 2,27

8 47,38 26,10 1,82 2333,00 2,33

9 46,26 25,44 1,82 2287,00 2,29

1 47,61 26,11 1,82 2349,00 2,35

2 32,78 18,47 1,78 1633,00 1,63

3 43,39 23,77 1,83 2148,00 2,15

HC 4 43,71 23,99 1,82 2169,00 2,17
5 43,77 23,99 1,83 2160,00 2,16

6 42,16 23,12 1,82 2095,00 2,10

7 44,12 22,72 1,94 2112,00 2,11

8 40,53 22,13 1,83 2010,00 2,01

9 43,32 24,05 1,80 2116,00 2,12

1 44,40 24,54 1,81 2175,00 2,18

2 46,54 25,86 1,80 2280,00 2,28

3 42,52 23,48 1,81 2099,00 2,10

_ 4 38,78 21,48 1,81 1901,00 1,90
7S-Soja 5 42,76 23,70 1,80 2087,00 2,09
6 38,54 21,01 1,83 1873,00 1,87

7 42,97 23,59 1,82 2125,00 2,13

8 48,72 27,02 1,80 2393,00 2,39

9 32,40 17,94 1,80 1591,00 1,59

1 46,88 26,01 1,80 2285,00 2,29

2 40,34 22,74 1,77 1932,00 1,93

3 53,64 29,72 1,80 2610,00 2,61

] 4 46,79 26,00 1,80 2270,00 2,27
7S-Caupi 5 53,24 29,58 1,80 2609,00 2,61
6 47,77 26,49 1,80 2347,00 2,35

7 48,94 27,10 1,81 2402,00 2,40

8 44,62 24,68 1,81 2195,00 2,20

9 43,22 23,82 1,81 2119,00 2,12

Continua...
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1 41,70 23,10 1,81 2041,00 2,04

2 45,50 25,24 1,80 2219,00 2,22

3 45,16 25,01 1,81 2184,00 2,18

_ 4 45,24 25,14 1,80 2215,00 2,22
7S-Adzuki 5 46,20 25,65 1,80 2242,00 2,24
6 40,64 22,55 1,80 1974,00 1,97

7 45,72 25,40 1,80 2208,00 221

8 44,28 24,60 1,80 2141,00 2.14

9 44,32 24,61 1,80 2135,00 214

1 40,76 22,64 1,80 1942,00 1,94

2 47,48 26,34 1,80 2282,00 2,28

3 48,46 26,89 1,80 2361,00 2,36

_ _ 4 43,80 24,20 1,81 2130,00 2,13
Sinvastatina 5 47,16 25,90 1,82 2301,00 2,30
6 46,06 25,84 1,78 2224,00 222

7 46,48 25,80 1,80 2256,00 2,26

8 56,60 31,40 1,80 2766,00 277

9 42,82 2378 1,80 2078,00 2,08
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APENDICE D — Eletroforese em gel de agarose do cDNA produzido a partir do RNA
de tecido hepatico de ratos alimentados com ou sem dieta HC, e com diferentes

tratamentos.

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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APENDICE E — Confirmacdo das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores
(primers) dos genes alvos para a reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
(QRT-PCR) genebank através do programa BLASTn do National Center for
Biotechnlogy Information (NCBI)

Andalise do primer para a enzima acido graxo sintase (FAS)

<, Primer-BLAST

¥ NCBI Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_180321_130.14.22.10_9003 more...

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports b Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CCTCTTCCCTGGCACTGGCTACCT 24 67.66 6250  3.00
Reverse primer ACTCGGCGGGGATCGGGACTT 2 67.76  66.67 4.00

Products on target templates
=MM_017332 1 Rattus norvegicus fatty acid synthase (Fasn), mRNA

product length = 287
Forward primer 1 CCTCTTCCCTGGCACTGGCTACCT 24
Template T 2756

Reverse primer 1 BCTCGGCGGGGATCGGGACTT 21
Template 1 2999

Analise do primer para a enzima malica (MA)

<, PrimerBLAST

» NCBI Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_148988_130.14.22.21_9003 more...

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports b Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer TCCGACCAGCAAAGCTGAGT 20 61.76 5500 5.00
Reverse primer CACGGCCCTTGGTCACTT 18 59.89 6111  5.00

Products on target templates
=MW _012600.2 Rattus norvegicus malic enzyme 1, NADP(+)-dependent, cytosolic (Me1), mRNA

product length = 38

Forward primer 1 TCCGACCAGCRRAGCTGERAGT 20
Template 1224 e 1243
Reverse primer 1 CACGGCCCTTGGTCACTT 18

Template 1282 e 1265
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Analise do primer para a enzima colesterol 7a-hidroxilase (CYP7A1)

< PrimerBLAST

» NCBI Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_146955_130.14.22.21_9003 mors..

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Nucleotide collection (nt) {(Organism limited to Rattus)

Other reports B Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=3') Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CAAGACGCACCTCGCTATCC 20 60.87  60.00  2.00
Reverse primer CCGGCAGGTCATTCAGTTG 19 58.83 57.89 4.00

Products on target templates
»J05430 1 Rat cholesteral 7-alpha-hydroxylase (CYP7) mRNA, complete cds

product length = 206

Forward primer 1 CRRGRCGCACCTCGCTRTCC 20
Template = T. 876
Reverse primer 1 CCGGCAGGTCATTCAGTTG 19
Template 1062 . i e 1044

Analise do primer para a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase
(HMG-COoAr)

< PrimerBLAST

¥ NCBI Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_180500_130.14.22.10_9003 more...

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)

Other reports tSearch Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-»3') Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer AAGGGGCGTGCAAAGACAATC pal 61.76 5238 4.00
Reverse primer ATACGGCACGGAAAGAACCATAGT 24 6219 4583 4.00

Products on target templates
=MM_013134. 2 Rattus norvegicus 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (Hmger), mRNA

product length = 408

Forward primer 1 LRGGGGCGTGCRRAGRCRRTC 21
Template 2 2538
Reverse primer 1 RTRCGGCRCGGRARRGRACCRTRGT 24

Template B T 2902
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Analise do primer para a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A sintase (HMG-
CoAs)

<, PrimerBLAST

¥ NCBI Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_180529_130.14.22.10_9003 more

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports #Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=3") Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer GAACTTCTCTCCCCCTGGETGA 2 60.83 5714 500
Reverse primer CAGCGGCTCCCCTTTCTT 18 5965 6111 5.00

Products on target templates
=M_173094.2 Rattus norvegicus 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial) (Hmges2). nuclear gene encoding mitochendrial protein, mRNA
product length = 3537

Forward primer 1 GRACTTCTCTCCCCCTGGTGR 21
Template 1453 i i 1473

Reverse primer 1 CAGCGGCTCCCCTTTCTT 18
Template 1809 ... 1792

Andlise do primer para o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr)

<, Primer-BLAST

» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_180587_130.14.22.10_9003 more..

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports b Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer AAGAAAGGGGGTTTGAATGG 20 5578 4500  3.00
Reverse primer GGAGGACACTGTCACCGALCT 20 61.18  60.00  7.00

Products on target templates

=M _175762 2 Rattus norvegicus low density lipoprotein receptor (Ldlr), mRMA

product length = 738

Forward primer 1 BAGRRAGGGGGTTTGRATGE 20
Template I 1799
Reverse primer 1 GGAGGACACTGTCACCGACT 20

Template - 2 2498
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Andlise do primer para a Proteina-1c ligadora do elemento regulado por esterol
(SREBP-1c)

Primer-BLAST

» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_147756_130.14.18.128_9003 more..

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)

Other reports b Search Summary

¥ Detailed primer reporis

Primer pair 1

Sequence (5'-»3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer GCAACACTGGCAGAGATCTACGT 23 6277 5217 6.00
Reverse primer TGGCGGGCACTACTCAGGAA 20 63.37 60.00 3.00

Products on target templates

=MM_001276707 1 Rattus norvegicus sterol regulatory element binding transcription factor 1 (Srebf1), transcript variant 1, mRNA

product length = 104

Forward primer 1 GCRRCRCTGGCRGRGATCTACGT 23
Template < 2208
Reverse primer 1 TEGCGEGCRCTRCTCRAGGERRE 20
Template 0 2268

Andlise do primer para a Proteina-2 ligadora do elemento regulado por esterol
(SREBP-2)

<, PrimerBLAST

¥ NCBI Primer-BLAST : results: Job id=J5ID_01_147206_130.14.22.21_9003 more...

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports B Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CCGGTAATGATGGGCCAAGAGAAAG 25 6367 52.00 5.00
Reverse primer AGGCCGGGEGGAGACATCAGAAG 22 6579 6364 4.00

Products on target templates
=MM_001033694 .1 Rattus norvegicus sterol regulatory element binding transcription factor 2 (Srebf2), mRNA

product length = 400

Forward primer 1 CCGGTRATGRTGGGCCRAGAGRRRAG 25
Template D 1047
Reverse primer 1 RGGCCGEEEERAGRACATCAGRREG 22

Template 1422 i i e e 1401
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Andlise do primer para o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa
(PPAR-q)

PrimerBLAST

» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_147226_130.14.22.21_9003  mor.

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Rattus norvegicus)
Other reports B Search Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5-=3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer TACCACTATGGAGTCCACGCATGT 24 6348 50.00 7.00
Reverse primer TTGCAGCTTCGATCACACTTGTCG 24 6410  50.00 4.00

Products on target templates
=MM_013196.1 Rattus norvegicus peroxisome proliferator activated receptor alpha (Ppara), mRMNA

product length = 98
Forward primer 1 TECCACTRTGGRAGTCCACGCATGT 24
Template Tl i e T34

Reverse primer 1 TTGCRGCTTCGRATCACACTTGTCG 24
Template 1 T85

Andlise do primer para a beta-actina (bAct)

; PrimerBLAST

» NCEN Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_147259_130.14.22.21_9003 more...

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Refseq mRMNA (Organism limited to Rattus norvegicus)

Other reports pSearch Summary

¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CATGAAGATCAAGATCATTGCTCCT 25 5923 4000 8.00
Reverse primer CTGCTTGCTGATCCACATCTG 21 5933 5238 400

Products on target templates
=NM_031144 3 Rattus norvegicus actin, beta (Actb), mRMA

product length = 109

Forward primer 1 CRTGRRGATCRAGRTCATTGCTCCT 25
Template J050 it i i i 1074
Reverse primer 1 CTGCTTGCTGATCCACATCTG 21

Template I T 1138
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APENDICE F — As amplificacdes de validacéo, curvas de dissociacdo dos genes-

alvos e equacao de regressdo/correlacdo entre as variaveis.

Curva de validacéo (A) e curva de dissociacao (B) obtida para o gene alvo FAS,
atraveés da reacdo em qRT-PCR
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Curva de validacédo (A) e curva de dissociacao (B) obtida para o gene alvo MA,
atraves da reagdo em qRT-PCR
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Curva de validacao (A) e curva de dissociacdo (B) obtida para o gene alvo CYP7A1,
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Curva de validacéo (A) e curva de dissociacao (B) obtida para o gene alvo HMG-
CoA redutase, através da reacdo em gRT-PCR
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Curva de validacdo (A) e curva de dissociacdo (B) obtida para o gene alvo HMG-
CoA sintase, através da reacdo em qRT-PCR

A
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Curva de validacédo (A) e curva de dissociacao (B) obtida para o gene alvo LDL
receptor, através da reacao em qRT-PCR
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Curva de validacéo (A) e curva de dissociacdo (B) obtida para o gene alvo SREBP-
1c, através da reacdo em qRT-PCR
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Curva de validacéo (A) e curva de dissociacdo (B) obtida para o gene alvo SREBP-
2, através da reacdo em qRT-PCR
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Curva de validacédo (A) e curva de dissociacdo (B) obtida para o gene alvo PPAR-q,
atraves da reagdo em qRT-PCR
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Curva de validacédo (A) e curva de dissociacao (B) obtida para o gene alvo B-actina,
atraves da reagdo em qRT-PCR
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ANEXO A — Carta de aprovacao do comité de ética em pesquisa

\/Y
oy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes - <JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Araraquara

Protocolo CEP/FCF/CAr n° 25/2009

Interessado: EDERLAN DE SOUZA FERREIRA

Orientador:  Prof. Dr. Valdir Augusto Neves

Projeto: Efeito de vicilinas isoladas das espécies Glycine max, Vigna
unguiculata e V. angularis no metabolismo lipidico de ratos

Parecer n° 53/2009 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considerou o
protocolo para uso de animais na pesquisa “Efeito de vicilinas isoladas das
espécies Glycine max, Vigna unguiculata e V. angularis no metabolismo
lipidico de ratos”, apresentado pelo pos-graduando Ederlan de Souza
Ferreira, estruturado dentro dos principios éticos na experimentacao animal
do Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal — COBEA, manifestando-
se FAVORAVEL a sua execucéo.

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés

folhas (espaco 1,5 e letra 12) devera ser entregue em maio de 2010.

Araraquara, 12 de novembro de 2009.

S AN
C.nordenadaora do CEP
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Capitulo Il

B-conglycinin combined with fenofibrate or rosuvastatin have exerted distinct
hypocholesterolemic effects in rats
(publicado: Ferreira et al. Lipids in Helth and Disease 2012, 11:11).
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B-conglycinin combined with fenofibrate or
rosuvastatin have exerted distinct
hypocholesterolemic effects in rats

Ederlan S Ferreira, Maraiza A Silva, Aureluce Demonte and Valdir A Neves

Abstract

fenofibrate and rosuvastatin, two hypolipidemic drugs.

showed no alteration and HC-7S-RO a little reduction.

Background: There is increasing interest in non-pharmacological control of cholesterol and triglyceride levels in
the plasma and diet-drug association represent an important area of studies. The objective of this study was to
observe the hypocholesterolemic effect of soybean B-conglycinin (7S protein) alone and combined with

Methods: The protein and drugs were administered orally once a day to rats and the effects were evaluated after
28 days. Wistar rats were divided into six groups (n = 9): hypercholesterolemic diet (HC), HC+7S protein (300 mg.kg-1
day-1) (HC-7S), HC+fenofibrate (30 mg.kg-1 day-1)(HC-FF), HC+rosuvastatin (10 mg.kg-1 day-1)(HC-RO),
HC+7S+fenofibrate (HC-7S-FF) and HC+7/S+rosuvastatin (HC-7S-RO).

Results: Animals in HC-7S, HC-FF and HC-RO exhibited reductions of 22.9, 35.8 and 18.8% in total plasma
cholesterol, respectively. In HC-7S-FF, animals did not show significant alteration of the level in HC+FF while the
group HC-7S-RO showed a negative effect in comparison with groups taking only protein (HC-7S) or drug (HC-RO).
The administration of the protein, fenofibrate and rosuvastatin alone caused increases in the plasma HDL-C of the
animals, while the protein-drug combinations led to an increase compared to HC-FF and HC-RO. The plasma
concentration of triacylgycerides was significantly reduced in the groups without association, while HC-7S-FF

Conclusion: The results of our study indicate that conglycinin has effects comparable to fenofibrate and rosuvastatin on
the control of plasma cholesterol, HDL-C and triacylglycerides, when given to hypercholesterolemic rats, and suggests
that the association of this protein with rosuvastatin alters the action of drug in the homeostasis of cholesterol.

Keywords: (3-conglycinin, cholesterol-lowering drugs, hypercholesterolemic diet, rats.

Background

Some proteins and peptides have been under study on
account of their important biological function in relation
to lipid metabolism [1-3]. Research has demonstrated the
importance of leguminous seeds, as a component of the
diet including their beneficial effect on the control of
cholesterol and triacylglycerols in the blood, with an
emphasis on their proteins and in particular soybean pro-
teins [4,5]. In vitro and in vivo studies have shown that
ingestion of protein isolate and/or protein fractions of
soybean, as the sole source of protein or even a daily

* Correspondence: nevesva@fcfar.unesp.br
Department of Food and Nutrition, School of Pharmaceutical Sciences, Sao
Paulo State University -UNESP, Araraquara, SP, Brazil

( BiolMed Central

dose, improves the control of plasma cholesterol and tri-
glycerides [6-15]. A recent analysis of various studies
about the effects of soybean in the diet on the circulation
levels of cholesterol indicates a variable reduction in
LDL-C (from 7.9 to 10.3%) attributed to intrinsic and
extrinsic effects of the soy protein foods [16]. Although
these studies in various models have achieved progress in
this area, the mechanism of the reduction of cholesterol
and triacylglycerides in the serum by soybean proteins
are still not clear. Nevertheless, the observed effects of
soybean proteins was the basis on which the US Food
and Drug Administration (FDA) made a recommenda-
tion that 25 g of soybean protein be ingested to decrease
total cholesterol and the LDL-cholesterol fraction [17].

© 2012 Ferreira et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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A lot of studies have stressed the diet as an important
form of intervention, alone or together with drugs, in the
context of hyperlipidemia or hypercholesterolemia in
their various forms [4,18]. The treatment of hyperlipide-
mia and hypercholesterolemia with a diet-drug combina-
tion is well recognized and has been growing in
importance in recent times [19]; nevertheless, these com-
bination therapies have received less attention than
multi-drug therapy [18,20]. Fibrates and their derivatives
are hypolipidemic agents widely used in the treatment of
combined hyperlipidemias, however they are particularly
effective at reducing serum triacylglycerols and improv-
ing serum high-density lipoprotein (HDL) [21,22].

Statins are used in the treatment of hypercholesterole-
mia, and the action of this class of drugs depends on their
generation and dose. These drugs have an inhibitory
action on cholesterol synthesis via the mevalonate pathway
[18,23]. The positive effects of B-conglycinin soybean pro-
tein, taken as a daily dose or a sole protein source by rats
fed a hypercholesterolemic diet, on TC and TG levels have
been described in previous studies [13-15]. However, the
combination of this protein with other antihyperlipidemic
drugs has not been much reported. Drug-diet approaches
may help in controlling the prescription of drugs, but stu-
dies are needed to be performed to explore novel combi-
nations and assess the potential safety and effectiveness of
the association, comparing its efficacy with treatment by
each component alone. To observe of the effect of soybean
B-conglycinin alone and in combination with two drugs
effective in the treatment of dyslipidemia, fenofibrate and
rosuvastatin, the present study was conducted to deter-
mine whether the association of $-conglycinin soy protein
and either drug could result in an alteration of the action
of the protein or the drug alone.

Methods

Isolation and characterization of B-conglycinin (7S)
Soybean flour from the local market (60 mesh) was
defatted with hexane (1:8 w/v flour to solvent ratio) by
rocking at room temperature for 12 h, followed by reex-
traction in the same solvent (1:6 w/v), dried in air at room
temperature and used for protein extraction. Soybean f3-
conglycinin was isolated by the method of Nagano et al.
[24] with some modifications. Defatted soybean flour was
extracted by shaking with water (1:15 w/v flour to water
ratio) adjusted to pH 7.5. The soluble extract was centri-
fuged at 2000 x g for 30 min. The supernatant was treated
with anhydrous sodium bisulphite (0.98 g/L) and the pH
adjusted to 6.4. The solution was stirred and stored on ice
overnight, followed by centrifugation at 6500 x g for
20 min. The insoluble fraction, containing 11S globulin,
was washed, centrifuged again under the same conditions,
suspended in distilled water, dialyzed overnight against
distilled water in appropriate dialysis sacs (pore size of
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about 10 kDa) and lyophilized. The soluble fraction was
treated with 0.25 mol/L NaCl and adjusted to pH 5.0 and,
after 1 h, centrifuged at 9000 x g for 30 min. The precipi-
tate (7S or B-conglycinin) was solubilized in 0.25 mol/L
sodium phosphate buffer (pH 7.0) and stored at -14°C. All
steps were realized at 4°C. All chemicals were of analytical
purity. Protein was determined by the method of Lowry
et al. [25], using bovine serum albumin (BSA) as a stan-
dard. Electrophoresis of 7S-globulin was performed on
10 g/100 g polyacrylamide gels containing 0.1% sodium
dodecyl sulfate (SDS), as described by Laemmli [26], in a
Mini Protean II cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)(SDS-
PAGE). The gels were stained in Coomassie Brilliant Blue
(R-250) and destained by diffusion in methanol-acetic
acid-water (1:1:8, v/v/v). Marker proteins of known mole-
cular weight (MW) were rabbit muscle phosphorylase b,
bovine serum albumin, hen egg white albumin, bovine car-
bonic anhydrase, soybean trypsin inhibitor and hen egg
white lysozyme. Gel images were digitalized and analyzed
by densitometry with an alpha Imager 6.0 scanner (Alpha
Innotech®, San Leandro, CA, USA), to quantify the bands
and level of purity (data not shown). The content and
homogeneity of the isolated 3-conglycinin and glycinin,
determined by SDS-PAGE and densitometric gel analysis,
showed that these were the main fractions. The gels
showed the characteristic bands for subunits o, o’ and 3
of conglycinin (7S). The procedure used to isolate 7S did
not cause changes in the subunits; this step was essential
to ensure a pure protein, suitable for the in vivo studies
[15].

Animals, diets and experimental design

This study was performed with the approval of the Com-
mittee on Animal Research of the University (UNESP)
and these experiments were approved by the Research
Ethics Committee of the School of Pharmaceutical
Sciences, Sao Paulo State University (UNESP) at Arara-
quara (res. 19/2007). All procedures were performed in
accordance with the principles in the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (National Research
Council, 1985). Fifty-four male weanling Wistar rats,
weighing 148 + 12.3 g were obtained from the Central
Laboratory for animals of UNESP at Botucatu. The ani-
mals were acclimatized for a week and fed standard
laboratory rat chow (Purina®). After this period, they
were randomly divided into 6 hypercholesterolemic
groups (HC) (n = 9): (1) control HC; (2) 7S globulin,
300 mg.kg' day' (HC+7S); (3) fenofibrate group
(HC+FF, 30 mg.kg™' day™); (4) rosusvatatin group (HC
+RO 10 mg.kg™! day™"); (5) p-conglycinin/fenofibrate
group (HC+7S+FF, 300 and 30 mg.kg " day") and (6) B-
conglycinin/rosuvastatin group (HC+7S+RO, 300 and
10 mg.kg " day™"). All HC groups were fed an AIN-93
diet, following the recommendation of American
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Institute Nutrition 93-Maintenance [27], modified by
adding 10 g.kg™' cholesterol and 5 g.kg™' g cholic acid
[13,28], as described in Table 1. Animals were individu-
ally housed in stainless steel cages, with free access to
food and water. The room temperature was maintained
at a constant 23 + 2°C and relative humidity at 60 + 5%,
with a 12-12 h light:dark cycle, lights on at 6:00 a.m. The
proteins (7S globulins) and drugs were administered daily
by gavage at 9:00 and 14:00 hours, in proportion to the
body weight of each animal, while vehicle alone was
administered to HC groups. Body weight, food intake,
fecal excretion and feeding efficiency were measured
every other day for comparative analysis between groups
during the 28 days of the experiment. The feeding effi-
ciency coefficient was calculated as the ratio of weight
gain/daily intake x 100.

Blood collection, organ weight and tissue collection

On the last day, the animals were deprived of food for
12 h and euthanized by guillotine. Blood was then col-
lected in tubes containing gel separator SST II (Vacutai-
ner BD D®, Franklin Lakes, NJ, USA) and centrifuged at
1900 x g for 15 min. The serum was separated, stored
at -24°C and used for biochemical analysis. Retroperito-
neal fat, liver and heart were removed, washed immedi-
ately in cold saline, dried and weighed, frozen and
stored at -40°C for a period of less than a month for
subsequent comparative analysis.

Biochemical analysis in plasma and liver
Plasma total cholesterol (TC) of all groups was mea-
sured by the liquid cholesterol CHOD-PAP method
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described by Stockbridge et al. [29]. Serum high density
lipoprotein (HDL-C) was measured by the HDL choles-
terol precipitant method, as described by Assmann [30].
Triglycerides (TG) were measured by the liquid trigly-
ceride GPO-PAP method, as described by Annoni et al.
[31]. All analyses were carried out by enzymatic colori-
metric methods, using commercially available reagent
kits (Laborlab®Co., Ribeirdo Preto, Brazil). The non-
HDL-cholesterol fraction (non-HDL-C or LDL-C +
VLDL-C) was calculated as the difference between the
TC and HDL-C. The atherogenic index (AI) (TC-HDL-
C/HDL-C) was calculated, as proposed by Liu et al. [32],
and compared among groups. Hepatosomatic index
(HIS) was calculated as follows: liver weight/body weight
x 100. Liver lipids were extracted by the method of
Haug et al. [33]. The liver TC and TG concentrations
were measured as described earlier for plasma analysis.

Statistical Analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) and Bonferroni t-test multiple comparisons
versus the control group and multiple range tests,
employing SigmaStat® 3.5 software (Dundas software,
Germany, 1999). All values are presented as mean *
standard error for nine values per group. A difference
was considered statistically significant when P < 0.05.

Results

Isolation of the soybean B-conglycinin

SDS-PAGE electrophoresis, conducted on the 7S globu-
lin after separation from other protein components in
soybean flour, showed the characteristic bands of

Table 1 Composition (g/kg diet) of the hypercholesterolemic diet and treatments by gavage*

Ingredient Diets

HC HC+7S HC+FF HC+RO HC+7S+FF HC+7S+RO
Casein’ 150 150 150 150 150 150
Starch 590.57 590.87 590.87 590.87 590.87 590.87
Sucrose 100 100 100 100 100 100
Soybean oil 40 40 40 40 40 40
Cellulose powder 50 50 50 50 50 50
Mineral mixture? 35 35 35 35 35 35
Vitamin mixture? 10 10 10 10 10 10
L-Cystine 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8
Choline birtatrate 25 25 25 25 25 25
Cholesterol® 1 1 1 1 1 1
Cholic acid’ 5 5 5 5 5 5
Treatment (mg/kg/day)
B-conglycinin - 300.0 - - 300 300
Fenofibrate - - 30 - 30
Rosuvastatin - - - 10 - 10

*HC = hypercholesterolemic diet (AIN-93 composition + 1% cholesterol and 0.5% cholic acid); HC+7S = HC diet + B-conglycinin 300 mg/Kg/day; HC+FF = HC diet
+ fenofibrate 30 mg/Kg/day; HC+RO = HC diet + rosuvastatin 10 mg/kg/day; HC+7S+FF = HC diet + B-conglycinin + fenofibrate 300 and 30 mg/kg/day and HC
+75+RO = HC diet + B-conglycinin + rosuvastatin 300 and 10 mg/kg/day. 'Sigma-Aldrich, Co., USA, PragSolugdes”, Co., Brazil. >Reagen, Co., USA.
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conglycinin (7S), arising from a, o’, f polypeptide subu-
nits, and densitometric gel analysis showed that this was
the main fraction, containing 92.2% of the protein. The
isolation procedure did not cause any change in the sub-
units and was important to obtain purified protein suita-
ble for the in vivo studies [14,15]. Our previous results
and those decribed by Duranti et al. [13] have shown
that the addition of 1% cholesterol and 0.5% cholic acid
to the AIN-diet is sufficient to induce hypercholesterole-
mia and hypertriglyceridemia in rats. The mechanism of
these effects on the lipid metabolism of rats was
reported by Wang et al. [34], recently.

B-conglycinin protein and drugs were given by gavage in
single daily doses in the experimental design as described
in methods. Table 2 shows the effects of daily administra-
tion of B-conglycinin, fenofibrate and rosuvastatin alone
and in drug-protein combinations, on the food consump-
tion, weight gain, feeding efficiency ratio and fecal excre-
tion of rats fed the cholesterol-enriched diets. After 28
days, no statistical differences (p >0.05) were found in
body weight gain between groups during the experimental
period, nor any significant (p > 0.05) alterations in the
feeding efficiency ratio or food intake between groups
(Table 2). However, the animal fecal excretion of the HC
group was higher by 18.1, 18.1, 42.9, 21.7 and 50.7% than
groups HC+7S, HC+FF, HC+RO, HC+7S+FF and HC+7S
+RO, respectively (p < 0.001), despite the lack of differ-
ences in food intake or feeding efficiency ratio between
groups. However, the rosuvastatin-treated animals did
show an intake 8.72% higher than HC animals (p < 0.001).
The fenofibrate and rosuvastatin groups showed increases
of 55.8 and 63.2% (p < 0.001), and 26.1 and 21.1% (p <
0.05), in the relative liver weight and in the hepatosomatic
index (HIS), respectively (Table 3). The simultaneously
administration of protein and drugs reduced these effects
by 8.4 and 16.1% for fenofibrate (HC+7S+FF) and 24.8
and 16.7% for rosuvastatin (HC+7S+RO), relative to
groups HC+FF and HC+RO, respectively. Alterations in
heart weight and the ratio heart weight/body weight were
not observed.

Page 4 of 8

Effects on plasma lipids

The levels of plasma lipids in group HC were significantly
different (p < 0.001) from those fed a standard diet [14];
these animals showed a 43.6% reduction in HDL-C levels
and an increase in non-HDL-C and in the atherogenic
index of 4 and 7 times, relative to a group on the standard
diet in the first part of this study [15]. Relative to HC
groups HC+7S, HC+ FF and HC+RO had their total
plasma cholesterol (TC) reduced by 22.9 (p < 0.01), 35.8
(p < 0.001) and 18.8% (p < 0.05), respectively (Table 4).
There was no significant alteration in the animals that
received the 7S protein plus fenofibrate (HC+7S+FF),
whereas the association of protein plus rosuvastatin (HC
+75+RO) caused a negative effect, when the TC levels of
these groups were compared with those administered only
protein (HC+7S) or drug (HC+FF and HC+RO). For the
fraction non-HDL-C, a similar effect was observed with
reductions of 33.2, 53.1 and 28% (p < 0.001) for groups
HC+7S, HC+FF and HC+RO, respectively, while decreases
of 59.5 (p < 0.001) and 15.2% (p < 0.05) were registered for
groups HC+7S+FF and HC+7S+RO. In contrast to rosu-
vastatin, the protein-fenofibrate association led to an
increase of 11.2% (p < 0.05) (Table 4). The administration
of the protein, fenofibrate and rosuvastatin alone caused
increases in the plasma HDL-C of the animals by 55.6,
95.6 e 51.1% in relation to HC, respectively, (p < 0.001),
while the protein-drug associations led to increases of 6
and 37%, compared to HC+FF and HC+RO groups,
respectively (p > 0.05) (Table 4). The atherogenic index
(AI) showed decreases of 56.5, 75.8 and 49.4% in HC+7S,
HC+FF and HC+RO (p < 0.001) in relation to HC, respec-
tively, as a consequence of these effects. The combination
of the protein-FF and protein-RO led to increases in Al of
5.3 and 5.2%, respectively (p > 0.05).

Triacylglycerol (TG) plasma concentrations of the ani-
mals in groups HC+7S and HC+FF showed significant
reductions (p < 0.001) of 34.8 and 45.7%, whereas group
HC+RO had only a slight reduction of 7.6% (p > 0.05),
relative to HC. For protein-drug combinations, the 3-
conglycinin/fenofibrate group (HC+7S+FF) did not show

Table 2 Body weight change, food intake, and feeding efficiency ratio (FER) of rats fed HC diets and treated with
separate and combined doses of B-conglycinin, fenofibrate and rosuvastatin

Dietary groups’

HC HC+7S HC+FF HC+RO HC+7S+FF HC+7S+RO
Initial weight (g/rat) 196.55 + 4.63 19526 + 3.64 193.26 + 3.64 19333 £ 227 193.18 + 3.62 19422 + 314
Final weight (g/rat) 29501 + 543 30064 + 7.71 281.14 + 4.25 306.11 + 3.79 306.64 + 7.71 28433 + 801
Weight gain (g/rat/day) 351 £032 3.76 £ 0.29 3.14 £0.29 402 + 0.16 405+ 017 322 +£0.28
Food intake (g/rat/day) 16.74 + 033 16.25 + 022 16.25 + 0.22 1820 + 0.17** 1561 + 030 1768 + 0.25
Fecal excretion (g/rat/day) 359 £0.12 294 + 0.09* 294 + 0.09* 205 + 0.12%* 2.83 + 0.09* 1.77 £ 0.13%
Feeding efficiency (%) 2101 + 144 2305+ 193 2321 +193 2135+ 085 20.90 + 1.51 1825 + 1.34

'Values are means + SEM for nine rats. *p < 0.05 and **p < 0.001 by the Bonferroni t-test for multiple comparisons versus control group (HC). HC =
hypercholesterolemic diet; HC+7S = HC diet + B-conglycinin 300 mg/kg/day; HC+FF = HC diet + fenofibrate 30 mg/kg/day; HC+RO = HC diet + rosuvastatin 10
mg/Kg/day; HC+7S+FF = HC diet + B-conglycinin + fenofibrate, 300 and 30 mg/kg/day respectively, and HC+7S+RO = HC diet + B-conglycinin + rosuvastatin, 300

and 10 mg/kg/day respectively.
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Table 3 Tissue weight of rats fed HC diets and treated with doses of B-conglycinin, fenofibrate, rosuvastatin and

mixtures

Dietary groups’

HC HC+7S HC+FF HC+RO HC+7S+FF HC+7S+RO
Liver weight (g/rat) 1354 £ 036 13.55 + 0.87 21.10 £ 0.69* 17.07 £ 0.92* 19.32 £ 0.38** 1283 £ 051
Heart (g/rat) 1.03 £ 004 0.94 + 0.03 095 + 003 1.26 + 0.05 0.96 + 0.02 0.89 £ 0.05
Hepatossomatic index* (HI) 459 £ 0.14 441 £0.20 751 £0.27% 556 + 0.27* 6.30 £ 0.12%* 463 £ 0.16
Heart weight/body weight (g/100 g) 0.34 + 0.01 0.30 £ 0.02 0.34 + 0.01 041 + 0.02* 0.33 £ 001 032 + 001

'Values are means + SEM for nine rats. *p < 0.05 and **p < 0.001 by the Bonferroni t-test multiple comparisons versus control group (HC). HC =
hypercholesterolemic diet; HC+7S = HC diet + B-conglycinin 300 mg/kg/day; HC+FF = HC diet + fenofibrate 30 mg/kg/day; HC+RO = HC diet + rosuvastatin 10
mg/kg/day; HC+7S+FF = HC diet + B-conglycinin + fenofibrate, 300 and 30 mg/kg/day respectively, and HC+75+RO = HC diet + B-conglycinin + rosuvastatin, 300
and 10 mg/kg/day respectively. Hepatossomatic index (HI) = liver weight/body weight x 100.

any change, but the B-conglycinin/rosuvastatin group
(HC+7S+RO) showed a reduction of 23.9% in the TG
levels (p < 0.05) relative to the respective drug-treated
groups (HC+FF and HC+RO) (Table 4).

Effects on hepatic lipids

Table 4 shows that groups HC+7S had reductions of 20.9
and 14.8% in the liver cholesterol and triacylglycerol con-
centrations, compared to HC, respectively (p < 0.001).
Groups HC+FF and HC+RO had 32.3 and 38.3% less cho-
lesterol than HC, respectively (Table 4); on the other
hand, group HC+RO had a 27.3% reduced liver TG con-
centration, while HC+FF did not show significant altera-
tion in this parameter (p < 0.001).

Discussion

The effects of fibrates and statins as drugs for the treat-
ment of dyslipidemias are well described in the literature
and their mechanisms of action practically established
[21,23]. The action of these compounds is associated
with transcriptional control of triglycerides metabolism
by the activation of the transcription factor PPAR-a (per-
oxisome proliferator-activated receptor) and consequent

induction of the enzymes of $-oxidation of fatty acids in
mitochondria. Statins inhibit endogenous cholesterol
synthesis by inhibition of 3-hydroxy-3-methyl-glutamyl-
CoA reductase, the rate-limiting enzyme in cholesterol
synthesis. Depending on which generation of statin is
used the various doses lead to reductions of LDL-C (low-
density lipoprotein cholesterol) in a range between 20
and 60% [23]. Diet components, such as plant sterols/
stanols, soluble fibers, omega-3-fatty acids, niacin and
soybean components; have been combined with a variety
of drugs, in experiments in vitro and in vivo, to treat dys-
lipidemia [18].

In our experiment, the differences in body weight gain
between groups were not significant, although the weights
of the livers of rats consuming the mixture of drugs and
7S-FF were much higher than those of other groups. The
group that received rosuvastatin had a liver weight gain
lower than those given fenofibrate. The observed increase
in liver weight by administration of fenofibrate is reported
in the literature. Yamamoto et al. [22] found such an
increase on administering fenofibrate at 0.05% in diet of
rats, while, Mancini et al. [35] observed an increase of
30.2% in the liver weight of hyperlipidemic rats after daily

Table 4 Effect of diets on plasma lipid profiles and hepatic lipid contents in rats fed hypercholesterolemic diets and
treated with doses of B-conglycinin, fenofibrate, rosuvastatin and mixtures

Dietary groups

HC HC+7S HC+FF HC+RO HC+7S+FF HC+75+RO
Plasma (mmol/L)
Total cholesterol 3.88 £ 0.22 299 + 0.10* 249 + 0.15%* 315 +£0.12% 233 + 0.22%* 400 + 012
HDL-C 045 + 0.02 0.70 + 0.05* 0.88 + 0.13* 0.68 + 0.06 093 + 0.10** 0.90 + 0.15*
non-HDL-C 343 £0.12 229 + 0.10%* 161 + 0.06* 247 + 0.14% 1.39 £ 0.12% 291 + 0.22*
Triacylglycerides 092 + 005 0.60 + 0.04** 050 + 0.02** 0.85 + 0.07 049 + 0.03** 0.70 + 0.05%
Al 8.09 + 0.07 352 + 0.11% 1.96 + 0.12%* 409 + 035%* 1.53 £ 0.15%* 367 + 0.33%*
Liver (umol/g)
Total cholesterol 5843 + 0.85 46.22 + 0.65** 39.58 + 0.85** 36.04 + 2.07** 37.86 + 0.80** 4713 £ 2.12%

Triacylglycerides 5697 + 2.15 4852 + 2.28*

60.06 + 1.76

4142 + 246" 4764 + 2.38* 46.05 + 2.59%

'Values are means + SEM for nine rats. *p < 0.05 and **p < 0.001 by the Bonferroni t-test multiple comparisons versus control group (HC). HC =
hypercholesterolemic diet; HC+7S = HC diet + B-conglycinin 300 mg/kg/day; HC+FF = HC diet + fenofibrate 30 mg/kg/day; HC+RO = HC diet + rosuvastatin 10
mg/kg/day; HC+7S+FF = HC diet + B-conglycinin + fenofibrate, 300 and 30 mg/kg/day respectively, and HC+7S+RO = HC diet + B-conglycinin + rosuvastatin, 300
and 10 mg/kg/day respectively. * Al = atherogenic index ware calculated as proposed by Liu et al. (2006).
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administration of 320 mg.kg ™" of fenofibrate for 120 days.
Ji et al. [36] observed an increase in the liver weight of the
animals fed on a hyperlipidemic diet and treated with ator-
vastatin at a dose of 30 mg.kg ™" day™' for 8 weeks; the
authors also showed an increase in the hepatosomatic
index of these animals. These results are consistent with
published reports of liver hypertrophy after fenofibrate
administration, due to proliferation of peroxisomes and
mitochondria. In our study, the raised hepatosomatic
index of the animals that received fenofibrate thus resulted
from the high liver weight and the insignificant body
weight gains of the animals (Table 2 and 3). The protein-
drug combination caused reductions of 16 and 16.7% in
the hepatosomatic indices of the animals that ingested
fenofibrate and rosuvastatin, respectively, and in the latter
case practically annulled the effect of the drug alone.
Therefore, the B-conglycinin was able to reverse the
increase in the liver weight and hepatosomatic index of
the animals that ingested rosuvastatin, but not those of the
7S+FF animals.

The protein B-conglycinin has been studied for its
effects on dyslipidemia, both as a single protein added
to the diet, and as a daily dose [7,8,10,12-14,37,38], and
in both cases distinct effects on lipid metabolism were
observed. Studies using animals subjected to a daily
dose of B-conglycinin [13-15], and our study, show that
the 7S protein has an effect comparable to that of rosu-
vastatin, but weaker than fenofibrate, in reducing levels
of total cholesterol. Surprisingly, the B-conglycinin/rosu-
vastatin combination raised the total cholesterol to a
higher level than in any other group, even the hypercho-
lesterolemic group, while the combination with fenofi-
brate led to lower values of TC than either separately.

The LDL-C/HDL-C ratio is used as risk factor for cor-
onary heart diseases (CHD), on account of the effect of
each fraction on the atherosclerotic process [39]. Thus,
the atherogenic index (Al) of the hypercholesterolemic
diet group (HC), in this experiment, was 8 times higher
than that of rats on the casein standard diet [14], as also
observed by other authors [10]. All treatments resulted in
reductions in Al of the animals, the combination of 7S
protein and fenofibrate (HC+7S+FF group) being the
most efficient, followed by fenofibrate (HC+FF group),
protein (HC+7S group), protein plus rosuvastatin (HC
+7S+RO group) and rosuvastatin (HC+RO group), with
falls of 81, 76, 57, 55 and 50%, relative to HC, respectively
(Table 4). These data indicate that the protein-fenofibrate
and protein-rosuvastatin combinations resulted in lower
cardiovascular risks than did the drugs alone (Table 4).
Even though the combination of protein with rosuvasta-
tin rose the level of total cholesterol approximately to
that observed in the group HC, the combination reduced
the cardiovascular risk by increasing the HDL-C fraction
(Table 4).
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The mechanisms of action of these drugs are properly
established, as mentioned above. However, the mechan-
isms of action of soybean proteins on lipid metabolism
are not yet clear, as various studies point to different
actions, such as increasing the amount of LDL-receptors
[7,8,40,41], inhibiting HMG-CoA reductase [42], seques-
tering bile acids [38], activiting B-oxidation related
enzymes [38,43], gene expression [40,43] and others
[11,12,38,41]. However, a lot of evidence suggests that
the effects of soybean proteins could be due to biologi-
cally active peptides produced by digestion of the pro-
teins in the gastrointestinal tract, and that these peptides
would be the main agents affecting cholesterol and tria-
cylglyceride metabolism, since the protein itself cannot
be absorbed intact.

The behaviors of these combinations suggest a possible
synergy between the protein and fenofibrate and an antag-
onistic effect with rosuvastatin, in relation to serum total
cholesterol. Although, in the case of rosuvastatin, the
increase in the HDL-C fraction to a level above that with
the protein or drug alone may be due to a higher rate of
cholesterol catabolism, an important function of this frac-
tion is as a carrier of cholesterol to the liver. Fenofibrate
has been characterized as a drug that causes an increase in
HDL-C levels [44], while the literature indicates only a
slight modification of this fraction by the statins, unrelated
to dose [20]. These observations were confirmed by our
experiment, but B-conglycinin had a positive effect in
combination with rosuvastatin, resulting in a higher
increase than with the drug alone. The non-HDL-C levels
followed the same trend as total cholesterol. The combina-
tions of protein with the drugs did not affect the TG levels,
although the rosuvastatin improved the action of the pro-
tein in the combination and reduced the level compared
to the drug alone.

The liver cholesterol concentration was reduced by all
treatments, relative to HC, the greatest reduction (37%)
being seen in the HC+RO group. Nevertheless, 7S-rosu-
vastatin combination annulled the effect of the drug,
showing the same value as the protein alone and much
higher than with the drug alone. The 7S-fenofibrate com-
bination resulted in a fall in concentration of hepatic tria-
cylglycerides, relative to HC and to the drug alone (which
led to a rise in this level), to the same concentration as HC
+FF. However, the fenofibrate, without or with 7S protein,
maintained the hepatosomatic index above that of the HC
group, due to the appreciable increase in the liver weight
of the animals.

The meta-analysis of studies by Anderson et al. [45]
demonstrated a 12.5% reduction in the levels of LDL-C
for 1.5 to 2 oz of soy protein daily (50 g/d), whereas a
recent meta-analysis reported only 4-6% [46]. More
recently, Jenkins et al. [16] discussed the effect of choles-
terol reduction by soy proteins in light of a review of
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claims for heart health by the U.S. FDA and a meta-
analysis of studies on the action of soy protein; they con-
cluded that soy remains one of the few food components
that reduce serum cholesterol when added to the diet.
Results in the literature show that soybean protein, when
used as the only protein source in the diet affects these
serum parameters in various ways, depending on the
experimental model, animal, dose and other factors [3].
However, when administered as a daily dose in hypercho-
lesterolemic animals fed a standard casein diet, enriched
by cholesterol and cholic acid, it had the effect of redu-
cing TC, LDL-C and TG levels in a dose-dependent man-
ner [13,14]. It is important to note that in our study the
B-conglycinin was administered by gavage, alone and/or
in combination with the drugs at a concentration equiva-
lent to 2.75-2.90% of the daily total protein intake, and
that the doses were given separately to the animals, with
a difference of 6 hours between drug and the protein.
The fact that the B-conglycinin was isolated may be the
cause of its higher effect on the cholesterol metabolism
relative to the total protein or soybean protein products.
We may note that, despite the use of various experimen-
tal models with different in vitro and in vivo approaches,
the mechanism of action of soy protein on lipid metabo-
lism is still controversial and deserves further study, espe-
cially in relation to its interactions with drugs of similar
effect. At the moment, studies to reveal the mechanism
of action of B-conglycinin, alone and combined with sta-
tins are in progress in our lab.

Conclusion

The 7S soybean protein-fenofibrate combination was
shown to have a positive in reducing the serum total cho-
lesterol levels of hypercholesterolemic animals, as well as
raising the levels of HDL-C, and relative to the protein
and drug alone. This enhancing effect was reflected in a
greater reduction of the cardiovascular risk by up to 81%
relative to HC animals. This combination also had a posi-
tive effect on the levels of hepatic triacylglycerides, with a
reduction of 20.6% relative to the drug alone. The associa-
tion of protein-rosuvastatin produced an unexpected
action on serum total cholesterol, maintaining it at the
level shown by the HC group, which was 25 and 21%
higher than those observed with the protein and drug
alone. However, it also caused an increase in HDL-C of
23%, compared to protein and drug alone. Surprisingly, it
achieved a reduction in the cardiovascular risk of 55%,
relative to group HC.
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Capitulo Il

Hypocholesterolemic effect of oral doses of vicilins from cowpea and adzuki

beans in rats (submetido: Ferreira et al.)
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ABSTRACT

In recent years, protein from legumes have been studied in relation to lipid disorders
especially hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia, and evidences have been presented
for soybean proteins in special to the B-conglycinin fraction. The fact that 7S proteins present
a high sequencial homology in the primary structure could reflect in a similar biological
function. The objectives were verifying the hypolipidemic effects of vicilins from cowpea and
adzuki beans and the drug simvastatin when administered to rats fed a hypercholesterolemic
diet. Rats were divided into groups (n=9): l.standard (STD; casein), 2.high-fat and
cholesterol diet (HC), 3.HC+7S-C (HC+300mg/kg/day), 4. HC+7S-A (HC+300mg/kg/day),
and 4. HC+SVT (HC+50 mg/kg/day). The protein and the drug were administered by gavage
for 28 days. The animals that ingested 7S-proteins and drug showed an average weight gain
and a final body weight significantly lowers than those fed only HC diet. Fecal excretion and
feeding efficiency were similar among the groups fed HC diet, however, these were higher
(P<.001) when compared to STD. The 7S and simvastatin groups showed increased excretion
fecal of total lipids and cholesterol compared to HC. However, it was observed a decrease in
the total serum cholesterol, non-HDL-C and the atherogenic index compared to rats fed HC
diet, and these values were higher than those treated with simvastatin. Serum HDL-
cholesterol levels were increased in the 7S-C (57.1%), 7S-A (52.9%) and SVT (18.6%)
groups, and hepatic cholesterol and triglyceride contents were also significantly lower than in
the HC group. The lipoprotein lipase activity was significantly (P < .001) higher in the 7S and
SVT groups relative to HC. These data suggest that the oral daily administration of isolated
vicilin from cowpea and adzuki beans (300mg/kg/day) can promote a hypolipidemic and body
fat-lowering effects in rats fed hypercholesterolemic diets.

Keywords: Vigna unguiculata, Vigna angularis, vicilins, cholesterol, rats
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INTRODUCTION

Dietary interventions have been used to control triglycerides and plasma cholesterol
and thereby to prevent coronary heart diseases, hence diets containing soybean and other
legumes seeds have been related to a reduction in a series of risk factors associated to these
illnesses.>#3* In this aspect, soybean proteins have been much studied, and this protein has
gained recognition as a potential reducer of risk factors for cardiovascular disease in 1999,
when the U.S. Food and Drug Administration® (FDA) postulated the recommendation of
intake of 25 g of soy protein per day. The FDA, based on a survey of clinical studies indicated
that these levels of daily consumption of soy protein may reduce total cholesterol and LDL-
C.®"However proteins of other legumes also show some action on lipid metabolism and
especially that of cholesterol,*®° although these other proteins have not been studied so much.
Despite soybean proteins, in the crude form or protein isolate, to be associated with these
effects, the search for possible protein fraction responsible as well as the mechanisms

10111213141516 15 this sense, a dyslipidemic

involved are still the subject of many studies.
effect of the vicilin fraction from soybean has been well documented in the literature, both in
animals and humans.>%*2 The vicilin-like proteins (7S proteins) of many leguminous
seeds are composed of subunit combinations yielding a molecular mass of approximately 150-
220 kDa and the subunits may vary in size and in number within and between species.®®
Despite these differences in molecular characteristics, when comparing partial nucleotide
sequences of genes and mRNAs encoding them it can be observed a considerable
homology.'*Various authors have described that the subunits of the 7S legume storage
proteins are similar in amino acid sequence,? and this bring us to assume that they are broken

down in similar ways by digestive enzymes. In fact, Nielsen and colleagues® indicated that

the cleavage region in phaseolin by pepsin, trypsin and chymotrypsin, is highly homologous
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in sequence with the other 7S proteins such as pea vicilin and f-conglycinin. The authors also
verified that regions in native phaseolin cleaved by proteinases are homologous to other 7S
proteins, indicating that legume proteins are well similar in their degradation by proteinases.
Previous studies have indicated that B-conglycinin shows hypocholesterolemic and
hypolipidemic action, both as added to the diet like the only source of protein or even as a

10,12,22,23

daily dose, and recently various authors have demonstrated that alfa’ fraction is the

component which owns the action.’®?* These effects of soybean 7S were also compared to

those observed with the drugs rosuvastatin, simvastatin and fibrates.!01%2

It appears a
consensus that these effects observed with the 7S proteins in the lipid metabolism is due to the
peptides derived from the protein after their gastrointestinal digestion. In analyzes from in
silico simulations (Tools on the EXPASy Server, NCBI Blast/UniProtKB) we can observe that
the 7S fraction of cowpea (AM905848/A8YQH5 VIGUN), and adzuki bean
(AB292246.1/A4P198 PHAAN) have similar primary structure to that o' subunit from
soybean B-conglycinin (AY221105.1/Q84UB3_SOYBN), and therefore their gastrointestinal
digestion probably leads to production of peptides like, and it is also possible, exhibit the
same biological actions detected with the 7S soy protein. Also, the analysis of results of
virtual hydrolysis of these proteins in different simulations, performed by pepsin, trypsin,
chymotrypsin (PeptideCutter, Server: Bioinformatics Resource Centre), or by simulation of
the gastrointestinal tract (Biopep: www.uwm.edu.pl/ biochemia), showed large numbers of
peptides similar for 7S proteins from different species. Thus, the objectives of this study were

to investigate the effects of isolated vicilins from cowpea and adzuki beans, compared to

simvastatin, on lipid metabolism of rats fed a hypercholesterolemic diet
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MATERIALS AND METHODS

Materials.

Cowpea (Vigna unguiculata, L) and Adzuki (Vigna angularis, L) seeds were obtained from
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais at Federal University of Vicosa, Minas
Gerais, Brazil. The seeds were selected, soaked in distilled water (4°C/12 h), manually
decorticated, dried at room temperature and powdered to 60 mesh sizes. These flours were
stored to 4°C and used for protein extractions.

Isolation of 7S globulins

Cowpea:Sample of cowpea flour was weight and homogenized with solution (1:20 [w/V]
flour to solvent ratio) and adjusted to pH 7.5.Then, the soluble extract was centrifuged at
18000 x g for 40 min/4°C. The following preparation procedure was performed at the same
temperature. The supernatant was diluted (1X) with water, adjusted to pH 5.0 with HCI 2
mol/L and kept in stand overnight. Thereafter, the material was centrifuged as described, the
precipitate was homogenized in water (1:20 w/v, initial weight), and left stirring for 10 min.
Then, pH was adjusted to 5.0 and centrifuged as described. Pellet was dissolved in 0.1 mol/L
NaCl (1:20 wlv, initial weight), adjusted to pH 7.0 and left stirring for 20 min. After
centrifugation at 18000 x g for 40 min the supernatant was diluted (1X) with water, adjusted
to pH 5.0 and kept in stand overnight. Finally, centrifuged and the pellet (essentially 7S
globulin) was recovered, dissolved in NaCl (0.2 mol/L) solution; adjusted to pH 7.0 and
stored. Adzuki: Samples of adzuki flour were weight and homogenized with distilled water
(1:20 [wi/v] flour to solvent ratio), adjusted to pH 7.5, homogenized by 30 minutes at room
temperature and centrifuged. The supernatant (S1) was reserved and the precipitate was
solubilized in 0.5 mol/L NaCl (1:10 w/v initial weight), adjusted to pH 7.5, stirring by more

30 minutes at room temperature and centrifuged as described. The supernatant (S2) was
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collected and mixed to S1. All subsequent procedures were performed at temperature of 4 °C.
The extracted protein (S1+S2) was diluted to water (5 X) at 0.05 mol/L NaCl concentration,
homogeneized, adjusted to pH 4.8 and left without stir overnight at 4° C. After, it was
centrifuged, the precipitate solubilized in distilled water (1:20 w/v) followed by centrifugation
at 18000 x g for 40 min. Once again, the pellet was solubilized in 0.25 mol/L NaCl (1:10 w/v
initial weight) and left on stir by 10 minutes, and centrifuged as described. The supernatant
was diluted with water (5X) until 0.05 mol/L NaCl concentration, homogenized, the pH
adjusted to 4.8 and left without stir overnight at 4° C. Finally, the solution was centrifuged at
18000 x g for 40 min and the precipitate obtained (essentially 7S globulin) dissolved in NaCl
(0.2 mol/L) solution and adjusted to pH 7.0. All chemicals were of analytical purity. Protein
content was determined by the method of Lowry and colleagues®, using bovine serum
albumin (BSA) as a standard. The homogeneity of the isolated proteins were performed by
SDS-PAGE accord to Laemlli®.

Diets and Experimental protocol. All experiments were conducted in accordance with the
Ethical Principles in Animal Research in the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals®’ and were approved by the Ethics Committee for Animal Research of the School of
Pharmaceutical Sciences,S&o Paulo State University (UNESP) protocol 25/2009. Fourty-five
male Wistar rats aged 2 weeks (40-50 g) were obtained from the Central Laboratory for
animals of the Sdo Paulo State University (UNESP) at Botucatu (Brazil). All the rats were fed
a pelletized commercial (Purina®) diet for 2 week after arrival until reaching 150-160 g.
Afterwards, the animals were housed individually in stainless steel cages in a room with a
12:12-h light/dark cycle and an ambient temperature of 23 + 2 °C. They were then divided
into five groups (n = 9). A standard group (STD) was fed with a normal control diet,

following the recommendations of The American Institute of Nutrition (AIN-93G) for
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growth,? and four hypercholesterolemic groups (HC): (1) HC-control, (2) 7S-cowpea, (3) 7S-
adzuki, (4) SVT (simvastatine) were fed with a AIN-93G diet, modified by adding of
20g/100g palm oil, 19/100g cholesterol and 0.59/100g cholic acid,®?° as described in Table
1. To the animals of the protein groups were administered an oral dose of 300 mg/kg/day of
the isolated 7S protein and the last one an oral dose of simvastatin of 50 mg/Kg/day daily by
gavage at 14:00h. The proteins and drug were dissolved in saline and only the vehicle alone
was given to the HC group. All animals were given food and water ad libitum during 28 days
the experimental period. Food consumption, weight gain, fecal excretion and feeding
efficiency were measured every other day during all time of the experiment. The feeding
efficiency coefficient was calculated from the ratio of weight gain/daily intake x 100.

Blood and organ collection. On the last day, the animals were deprived of food for 12 h and
euthanized by guillotine. Blood was then collected in tubes containing gel separator SST Il
(Vacutainer BD D®, FranklinLakes, NJ, USA) and centrifuged at 1900 g for 15 min. The
serum was separated, stored at -24°C and used for biochemical analysis. Retroperitoneal fat,
liver and heart were removed, washed immediately in cold saline, dried and weighed, frozen
and stored at -40°C for a period of less than a month for subsequent comparative analysis.
Biochemical analyses in the plasma.Plasma total cholesterol (TC) of was measured by liquid
cholesterol CHOD—-PAP as method described by Stockbridge and colleagues.®® Serum high
density lipoprotein (HDL-C) was measured by HDL cholesterol precipitant method as
described by Assmann.*! Triglycerides (TG) were measured by liquid triglycerides GPO—PAP
method as described by Annoni and colleagues.®* Plasma glucose concentration was
determined using a liquid glucose GOD-PAP method as described by Trinder.®® All these
were measured colorimetrically with commercially available kits (Laborlab® Co., Ribeirdo

Preto, Brazil). The fraction non-HDL-cholesterol was determined by difference between the
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total cholesterol level from the HDL-cholesterol, and the atherogenic indexes were calculated
as proposed by Liu and colleagues.®* Hepato-somatic and visceral fat indexes were calculated
by the following relations, respectively: liver weight/body weight x 100%, and fat visceral
weight/body weight x 100%, as described by Chen and colleagues.®® The lipoprotein lipase
(LPL) activity was determined as described by Roe amd Byler*® and glutamic pyruvic
transaminase (GPT) was determined as described by Tonks®’ using a commercially available
kit (Bioclin® Co., Belo Horizonte, Brazil). Serum insulin level was analyzed using a
commercially available ultrasensitive rat insulin ELISA kit (DGR Instruments® GmbH,
Frauenbergstr, Germany), as previously described previously by Korner and colleagues.®®
This assay has 100% cross-reactivity to rat insulin.

Analysis of hepatic and fecal lipids. Liver and fecal lipids ware extracted with
chloroform/methanol (2:1 v/v) according to the method described previously by Folch and
colleagues.®® Total cholesterol and triacilglicerides were extracted by the method of Haug and
Hostmark.*® All TC and TG concentrations were measured as described earlier for plasma
analysis.

Data Analyses. All date are presented as the mean + standard error for nine values. The
statistical analyses were performed using the SigmaStat® 3.5 program (Dundas software,
Germany, 1999). Significant differences among the groups were determined by one-way
analysis of variance (ANOVA) and student-Newman-Keuls multiple-range test was
performed were identified between the groups. A difference of p < 0.05 was considered

statistically significant.
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RESULTS

Isolation of 7S proteins. The applied procedures to the quantitative isolation of both 7S
proteins have resulted in homogeneous proteins, and adequate for use in the in vivo
experiment, as showed in Figure 1.

Food intake, body weigth, food efficiency. The effects of daily administration of B-vignins
and simvastatin on the food consumption, weight gain, feeding efficiency ratio and fecal
excretion in the animals of all groups fed the diets for 28 days are shown in the Table 2. It can
be observed that 7S adzuki protein and simvastatin had produced a decrease of about 12% on
the final body weight of the animals with a reduction on the average body weight gain of 23%
in relation to HC group animals. This fact can have resulted by reduction in the food intake
between groups in the period (Table 2). The HC group showed an increase of 72.8.2% and
72.2% in the relative liver weight of rats and in the hepatosomatic index, respectively, relative
to the STD group (P< 0.001) (Table 2); for the other hand only the adzuki group has
presented a decrease of 18.6% in the liver weight in relation to HC. Meanwhile, no significant
difference was found between HC groups in respect to the other parameters (Table 2).

Plasma parameters. Oral administration of B-vignins and simvastatin to hypercholesterolemic
rats significantly reduced the levels of TC and TG in the plasma of the animals relative to HC
by the end of the 28-day treatment. In rats fed the hypercholesterolemic diet (HC), the plasma
lipid levels were significantly higher than in those given the standard diet (STD) (P< 0.001)
(Figure 2). The animals that ingested the proteins showed a reduction of 32.5% and 33% (P<
0.001) in the total plasma cholesterol, while those that received simvastatin were reduced by
20.3% (P< 0.001). It can be observe in the Figure 2 that the levels of plasma TG were higher
in the animals of HC group than those STD group (P< 0.001), however the differences

observed with the other groups were not significant in relation to HC, except for the adzuki
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protein, that showed a decrease of 17.8 % (P< 0.05). Table 3 shows that the HC diet caused
an increase of 5.86 times in the plasma non-HDL cholesterol of the animals when compared
to STD diet (P< 0.001), moreover, both vignins had reduced by 46% (P< 0.001), while only
30.7% of reduction was observed by the simvastatin (P< 0.001) relative to HC. The HDL-C
levels in the plasma of the animals were affected by HC diet that showed a decrease of 27%,
compared to STD group, however the 7S proteins presented an increase of 157% and 153%
for cowpea and adzuki (P< 0.001), respectively, with values above of STD group. The
animals from simvastatin group have increased only 18.5% and below of the values from the
animals of STD group (Table 3). The atherogenic index, an indicator of the heart disease
predisposition, has increased 7.69 times by the effect of the hyperlipidic diet , moreover both
proteins presented a reductor effect on it with values of 70.6% and 67% lower than HC
group and more efficient than simvastatin group. This effect already has been observed with
the 7S and 115 isolated proteins from soybean.?®*

The glucose levels in the plasma practically were not affected in the experiment in spite of a
decrease in the insulin levels to the groups that fed the HC diet comparative to the STD diet
(P<0.001) (Table 3). The table 4 shows that the values of the lipoprotein lipase activity were
significantly higher in all groups that received the HC diet; however, this effect was stronger
in the group treated by cowpea vicilin. The groups that received the drug simvastatin or
adzuki protein had a lower effect and similar between them. The activator effect of the
proteins and simvastatin in the enzyme activity lipoprotein lipase reached values near a twice
in relative to animals of the HC group.

Liver parameters. The HC diet was sufficient to increase the levels of cholesterol and
triglycerides in the liver (Figure 2) relative to STD; however, only the oral daily dose of the

cowpea 7S protein has reduced both parameters in 14% and 17% respectively (P< 0.05).
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Moreover, the drug has affected the deposition of cholesterol in the liver with a little
reduction comparative to HC group. The 7S protein from adzuki did not alter the levels of TC
and TG in the liver in relation to HC. Microscopic examination of liver tissue revealed that,
for the animals in the STD group, most regions of hepatocytes have presented aspects of
normal and centralized nuclei. In liver tissue sections of animals that received the HC diet
were observed microvesicles fat accumulation within hepatocytes where the cores were driven
back towards the periphery of the cell. This analysis characterizes hepatic steatosis and
ballooning in the liver tissue of animals fed the HC diet (data not shown). This observation
can be the result of increased levels of triacylglycerides in the liver tissue of these animals in
comparison to animals of group STD.

Fecal excretion. Fecal excretions of fat and cholesterol have suffered considerable increase in
the groups consuming the HC diet. Approximately 2.50 to 2.95 times more cholesterol was
eliminated by the groups HC diet compared with the STD group. TG excretion was increased
in 11.2% and 17.6% to the groups receiving the proteins of cowpea and adzuki beans,
respectively, while the group that ingested the drug was 10.4% (P <0.05). In the case of
cholesterol, the fecal excretion had a very large increase in those hypercholesterolemic groups
compared to STD group; however both groups receiving the drug or the proteins still showed

greater excretion than the HC group (Table 3).
DISCUSSION

The effects of statins on cholesterol metabolism are well established, as well as their
mechanisms of action.***** Statins are able to inhibit the synthesis of cholesterol by
interfering with the action of 3-hydroxy-3-methyl-glutamyl-CoA reductase; and moreover,
different generations of these drugs has allowed a better fit dose-response where it can be

reached ranges of reduction of total cholesterol and LDL-C in the plasma well expressive of
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up to 60%, however the action of these drugs on HDL-C appears to be insignificant.*%.
Different reasons have been a matter for the use of a number of components present in food
associated with different types of drugs to face the cases of dyslipidemia, both in experiments
in vitro as in vivo,* and some of these components can have a significant positive role in
reducing of the well known side effects of drugs. The literature shows that biochemical
parameters related to the metabolism of cholesterol and triglycerides are affected by eating 7S

6,7,13,14,45,46,

and 11S soy protein as the only protein source - however, only in some cases

these proteins, or their fractions, have been offered to the animals in small doses and so have

10,11,12,17,22,46,48 Few studies

confirmed the hypocholesterolemic and hypolipidemic actions.
have been conducted with the proteins of cowpea bean showing a hypocholesterolemic effect
in animals and in humans.2***°. Furthermore, there is little data on the effect of adzuki bean
proteins on lipid metabolism in the literature.>* In an experiment using cowpea as only source
of protein the effect of the administration of crude flour and protein isolate resulted in a
significant decrease in total cholesterol and non-HDL-C in the plasma and an increase of fecal
cholesterol in hamsters.® Contrary to them, Olivera and colleagues™ verified that a protein
isolate from cowpea, as single protein source, did not alter the levels of total cholesterol and
triglycerides in plasma of rats submitted a normolipidemic diet. Meanwhile, Mahadevappa
and Raina*® have observed that the addition of whole cowpea flour, as source of protein, in a
hypercholesterolemic and hyperlipidemic diet caused a reduction of up to 55% in total serum
cholesterol in rats. Chau and colleagues®® using protein concentrate of P. angularis, as protein
source, and a hypercholesterolemic diet verified that there were no changes in total
cholesterol, LDL-C and HDL-C levels in the plasma of hamsters. In our study, the vicilins

from cowpea and adzuki (7S proteins) were extensively isolated and given as a single daily

oral dose to rats submitted to a hypercholesterolemic and hypolipidemic diet during 28 days.
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It is important to remember that these doses are only 2.75% of the total protein ingested daily
by the animals during the period. Ours results showed that cowpea and adzuki 7S proteins and
simvastatin resulted in a significant decrease in food intake of rats comparative to HC and
STD groups, and resulting in food efficiency higher than STD group. This lower daily food
intake is probably responsible by the reduction on the medium weight gain and final weight of
the rats in these groups relative to HC group. Though there is no easy explication for these
observations, some authors>? have verified that B-conglycinin presented a suppressing effect
on the food intake in rats by an increase in the cholicystokinin secretion. Hira and
colleagues® verified that intake of 3 g hydrolyzate B-conglycinin was effective to Enhance
fullness and reducing the feeling of hunger in human saudaveis. Also, Kohno and colleagues®’
found, in a study with 126 volunteers, that the B-conglycinin consumption during 4 weeks, in
the form of a sweet, resulted in a significant reduction in visceral fat, contributing to the
prevention of obesity. Soybeans enriched in B-Conglycinin can provide hydrolysates that
limit fat accumulation in fat cells and inflammatory pathways in vitro and therefore warrant
further studies as a healthful food.> In this experimental model we observed that soybean B-
conglycinin, supplied in the same daily dose to rats, led to a reduction in total plasma
cholesterol in 22.9%, while the drugs rosuvastatin and fenofibrate in 35.8% and 18.8%,
respectively.™* Duranti and colleagues'® verified that B-conglycinin and its sub-fraction
alfa’ administered to hypocholesterolemic rats have decreased by 50% the levels of
cholesterol and triglycerides in the plasma; these values were comparable to the drug
clofibrate in the same experiment. It is possible observe in different studies in the literature,
where B-conglycinin is used as the only source of protein in the diet, its hypocolesterolemic
properties.®***%® |n the case of vicilins isolated from cowpea and adzuki beans, in this

experiment (Figure 2), the levels of reduction in plasma total cholesterol were higher than
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simvastatin, as well as rosuvastatin and B-conglycinin, in an another experiment.?® However,
the reduction in the triacylglycerides levels was larger for both soy B-conglycinin® and
adzuki protein, while cowpea protein and simvastatin, practically did not affect the TG levels.

The result of the increased fecal excretion of total cholesterol observed in the groups
that have ingested the proteins and simvastatin in relation to HC group, suggests that this fact
can to have contributed for a reduction in the plasma levels of total cholesterol in the rats.
This same observation already have been made for B-conglycinin,** glycinin,*® black soy
peptides™ and other legumes.>® Nagaoka and colleagues®’ verified that a hydrolysate of soy
protein presented a cholesterol-lowering effect similar to that of intact soy protein. As soy
protein is not fully degraded by digestive enzymes and produces peptides that are absorbed as
such; these resistant peptides may have effects on cholesterol metabolism, or even properties
similar to dietary fibers and thus increase their fecal excretion, or both possibilities. Increased
levels of lipoprotein lipase observed in the animals that received the protein of cowpea and
adzuki and also simvastatin may be associated with reduction of TC and TG in the plasma of
the animals, as noted by Mochizuki and colleagues®® when had administered 7S soy peptides
in HepG2 cells and has observed a reduction in mRNA expression of angiopoietin-like 3
(ANGPTL3), resulting in increased LPL activity in plasma and its possible consequences.
ANGPTLS3 is secreted by the liver into the bloodstream and directly inhibits the activity of
LPL and its consequences. It is interesting to note that the increase in the non-HDL fraction
was very affected by the HC diet (Table 3), however the effect of the proteins in its reduction
was much greater than simvastatin. The vignins of cowpea and azuki have promoted a

3

reduction 40% greater than than B-conglycinin,?® in this same experimental model; 60%

11

higher than two statins and near of the fenofibrate,”~ another lipid-lowering drug. The

reduction of the levels of insulin observed in the animals of the groups that have received HC
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diet (Table 3) can have favored the high values of the lipoproteins (non-HDL and HDL) in the
plasma. Several authors have observed this reductor effect of B-conglycinin in LDL, in vivo
and in vitro. A possible mechanism for the reduction of LDL has been appointed that the
protein/peptide leads to an increase in mMRNA expression of cellular LDL

recepto rs,7’16’22'47’58’59

with the removal of the particle from bloodstream, and also promoting
the secretion of ApoB-100 and consequently decreasing the secretion of VLDL.*®

The HDL-C fraction plays the important function of carry cholesterol to the liver
increasing the catabolism. Statins, regardless of the dose, show a small influence on the levels
of HDL-C fraction,® however, the association statin-B-conglycinin showed a positive effect,
resulting in a higher level of HDL-C in the plasma of rats than the drug alone,?® suggesting
that the combination protein-drug had a synergic effect on the cholesterol metabolism. The
most surprising effect observed with the vignins was with in HDL fraction of the animals. The
vicilins increased HDL-C by 56 and 53%, while only 18.6% for simvastatin (Table 3);
although expected, this is an important result since the protein drug combination may improve
these values, as observed for the B-conglycinin.?® The most interesting is that the HDL value
obtained for the proteins overcomes even those of the STD group with normolipidemic diet.
The ratio of HDL to total cholesterol (HDL/TC) was found to be highest for the proteins (2.33
and 2. 28 times) than for simvastatin (1.49 times), this shows the importance of the effect of
the protein fractions in the decrease of the non-HDL fraction in relation to statin. Contrast
can be observed in LDL/HDL ratio, which showed values close for the proteins from cowpea
and adzuki (1.22 and 1.28, respectively), and well greater for simvastatin (2.45). One of the
risk factors for coronary heart disease (CHD) is represented by the ratio LDL/HDL

cholesterol, considering the effect of each fraction separately in the atherosclerotic process.®

Thus, the atherogenic index (Al) (Table 3) reveals a sharp drop for the animals that have
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ingested 7S proteins of cowpea and adzuki compared to the HC group, and reaching twice the
reduction observed with simvastatin. These data suggest that these proteins may be as
efficient as the simvastatin in the cardiovascular protection. From a source of different data in
the literature, Anderson® suggested that a prudent diet, containing soy proteins, can be a
powerful tool for achieving the reduction of plasma lipids, particularly in patients who are
inadequate or can not tolerant drug therapy. However, any treatment using combination drug-
protein needs to be better investigated, because the safety and efficacy of such combinations
do not always reflect those of the separately elements, as already observed by other
authors.2* Although a number of studies have been conducted with isolated 7S soy protein,
which verified their effects on the metabolism of cholesterol and tryglycerides, still there are a
number of evidences that there should not be only one mechanism of action. As mentioned,
different authors have shown a biochemical action, by the inhibition of certain enzymes in the
metabolism of cholesterol and triglycerides.>***% Also an action on gene expression, like
the effect on the expression of mMRNA levels of some key enzymes of sterol metabolism or
mRNA of LDL-receptors, particularly in the liver tissue;?2?*4*4*8% a5 well as through
modulation of transcription factors such as SREBP-lc, SREBP-2.2>**®* The observed
hypocholesterolemic effects of cowpea and adzuki 7S proteins are in agreement with those for
B-conglycinin reported by different authors that have studied this fraction and the sub-fraction

1011,12.17.22.234654.585% The fact that these proteins were

alfa’, both in vivo and in vitro.
administered by an oral daily dose equivalent to only 2.75% of the daily protein intake
suggests that peptides resulting of their digestion could be the active elements as already cited

16,224457.%8 in studies in vivo and in vitro. For the

by Sirtori and colleagues® and other authors,
other hand, data from a hypolipidemic action of the 7S fraction from cowpea and adzuki bean

represent the first confirmation that vicilins from different species, with a great sequencial
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homology, may have the same biological action, especially in the lipid and cholesterol
metabolism.

Our results suggest that the 7S protein isolated from cowpea and adzuki present an
effect in the reduction of cholesterol levels in rats, and may do so, possibly through down
regulation of genes involved in cholesterol synthesis (such as HMG -CoA reductase
inhibitors), cholesterol absorption (such as the LDL receptor), either by reducing the level of
MRNA encoding the SREBP-2, as indicated for B-conglycinin. Moreover, there are no
reports in the literature to the cited effects with the isolated proteins from cowpea and adzuki
bean, and at present; our laboratory is engaged in studies to explore possible mechanisms of
action of these proteins, either alone or in combination with cholesterol-lowering drugs, such
as different statins. Priliminar study in our laboratory have demonstrated that the proteins B-
conglycinin, cowpea and adzuki 7S fractions, and simvastatin, in this same experimental
model, had affected mMRNA concentrations of various enzymes such as fatty acid synthase
(FAS), HMG-CoA reductase, HMG-CoA synthetase; as well as regulatory factors as SREBP-

1c, SREBP-2, and LDL-receptor.
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FIGURES CAPTIONS

Figure 1. Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis under reducing
conditions. Proteins obtained from (A) cowpea and (B) adzuki beans. Column 1 shown total
protein extract, column shown 2 protein B-vignin (7S) isolated and column MW, represent

marker proteins (97 to 14.4 kDa). Sample amounts ranged from 10 pg.

Figure 2. Plasma total cholesterol (A) and triglyceride (B) levels of rats fed HC diet without
and with oral daily doses of B-vignins or simvastatin for 4 wk. Data were analyzed by one-
way ANOVA. Different superscript indicators in the same figure differ significantly, where
*p< 0.05, **p< 0.01 and *p< 0.001 by the Bonferroni t-test multiple comparisons versus HC
group. Each value is the mean £ SEM (n = 9).

Figure 3. Liver cholesterol (A) and triglyceride (B) levels of rats fed HC diet without and
with oral daily doses of B-vignins or simvastatin for 4 wk. Data were analysed by one-way
ANOVA. Different superscript indicators in the same figure differ significantly, where *p<
0.05, **p< 0.01 and *p< 0.001 by the Bonferroni t-test multiple comparisons versus HC
group. Each value is the mean £ SEM (n = 9).
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TABLES

Table 1. Diet composition and treatments

Normal diet’ Hypercholesterolemic diet?
STD HC HC+7S-C HC+7S-A HC+SVT
Ingredients (g/kg of chow)
Casein* 200.0 200.0 200.0 200.0 200.0
Corn starch 5145 384.5 384.5 384.5 384.5
Sucrose 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Soybean oil 70.0 - - - -
Palm oil - 200.0 200.0 200.0 200.0
Cellulose powder 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
AIN-93G mineral mixture** 35.0 35.0 35.0 35.0 35.0
AIN-93G vitamin mixture** 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
L-cystine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline birtatrate 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Cholesterol* 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Cholic acid* 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Calorie percentage (%)
Protein 23.85 22.87
Carbohydrate 69.27 54.59
Lipid 7.88 22.54
Calorie (kcal/g) 3.90 4.55
Treatments (mg/bw/d)
Cowpea B-vignin - - 300 - -
Adzuki B-vignin - - - 300 -
Simvastatin - - - -- 50

hased following the recommendation of American Institute Nutrition (AIN-93G) and “Nath s
diet [29] by adding 200 g.kg-1 palm oil, 10 (g@.kg-l cholesterol and 5 g.kg-1 g cholic acid.
*Sigma-Aldrich®, Co., USA; **PragSolucdes”®, Co., Brazil. HC+7S-C = HC diet plus oral
daily doses of cowpea B-vignin (300 mg/kg/day); HC+7S-A = HC diet plus oral daily doses
of adzuki B-vignin (300 mg/kg/day) and HC+SVT = HC diet plus oral daily doses of
simvastatin (50 mg/kg/day).
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Table 2. Parametersmeasured of rats fed HC diet without and with oral daily doses of p-vignins or simvastatin for 4 wk®.

Normal diet Hypercholesterolemic diet
STD HC HC+7S-C HC+7S-A HC+SVT

Body weight (g/rat)

Initial 184.30 £3.73 183.80+3.87 182.10+3.90 182.00+ 3,23 182.10+3.62

Final 351.00 + 3.48 372.50 + 6.32 345.00 + 7.34* 328.50 + 8.54* 327.87 + 6.90°

average gain 5.88 +0.08** 6.79+0.23 585+0.20%* 522+0.20 5.26+0.19
Food intake (g/rat/day) 18.92+0.31 18.19+0.47 16.42+0.53* 16.00 + 0.46** 15.66 + 0.45"
Fecal excretion (g/rat/day) 143+0.04 1.60%0.04 1.74 £ 0.05 1.60 + 0.06 1.56 + 0.05
Feeding efficiency (%) 30.18+0.67* 36.01+0.74 36.93+0.76 34.74+0.86 34.85+0.86
Organ weights (g/rat)

Liver 11.41+0.32% 19.72+0.72 19.34+0.65 16.06 +0.65° 18.49+0.71

Adipose tissue epidydimal 2.58+0.21* 5.16+0.33 4.16 £0.33 431+0.34 472 £0.31

Heart 1.21+004 123+0.03 1.19%+0.04 1.11+0.05 1.06+0.03*
Tissue weight/body weight (%, g/100g)

Hepatic 320+0.08" 551+0.10 579+018 495+0.12* 543+0.18

Epididymal fat 0.71+0.06* 1.39+0.09 1.17 +0.07 1.32+0.09 1.52 +0.09

Cardiac 0.36+0.01 035+001 0.35+0.01 0.33+0.01 0.32+0.01

Values with different superscript indicators in the same row differ significantly, where *p < 0.05, **p < 0.01 and “p < 0.001 by
the Bonferroni t-test multiple comparisons versus HC group. Each value is the mean £ SEM (n = 9). STD = normal diet, AIN-93G
composition; HC = hypercholesterolemic diet: AIN-93G plus 20 g/100 g palm oil, 1 g/100 g cholesterol and 0.5 g/100 g cholic
acid; HC+7S-C = HC diet plus oral daily doses of cowpea B-vignin (300 mg/kg/day); HC+7S-A = HC diet plus oral daily doses of
adzuki B-vignin (300 mg/kg/day) and HC+SVT = HC diet plus oral daily doses of simvastatin (50 mg/kg/day).



Table 3. Plasma, liver and fecal parametersanalyzed of rats fed HC diet without and with oral daily doses of
B-vignins or simvastatin for 4 wk*

Normal diet Hypercholesterolemic diet
STD HC HC+7S-C HC+7S-A HC+SVT

Plasma (mmol/L)

nonHDL-C 050+0.06* 293+0.09 1.34+0.16* 137+0.01% 2.03+0.25%

HDL-C 0.96 +0.04* 0.70+0.03 1.10+0.05% 1.07+0.08*  0.83+0.09
Al 055+0.08F 4.23+026 1.24+0.16* 139+0.20% 2.89+0.28
Glucose 6.27+0.15 586+015 6.27+012 542+027 6.85+0.26*

Insulin 0.60+0.09* 0.30+0.04 0.38+0.05 0.21+0.02 0.46+0.08
Liver («umol/g)

Total cholesterol  4.39 + 0.20% 23.37+0.91 20.18 +0.53** 21.23+1.01 20.73 +0.38*

Triacylglycerides 45.82 + 2.76* 76.65+2.94 63.58 +2.24* 7454+164 72.10+153

Fecal(mg/d)
Total fat
Total cholesterol

60.97 + 1,26
1.77 + 0.03*

152.99 + 1.97 170.99 + 1.05* 179.86 + 0.73* 168.96 + 1.51%

21.93+0.09 23.55+0.08

24.74 + 0.10*

23.62 +0.12*

values with different superscript indicators in the same row differ significantly, where *p < 0.05, **p < 0.01 and *p < 0.001 by the
Bonferroni t-test multiple comparisons versus HC group. Each value is the mean £+ SEM (n = 9). STD = normal diet, AIN-93G
composition; HC = hypercholesterolemic diet: AIN-93G plus 20 g/100 g palm oil, 1 g/100 g cholesterol and 0.5 g/100 g cholic acid;
HC+7S-C = HC diet plus oral daily doses of cowpea B-vignin (300 mg/kg/day); HC+7S-A = HC diet plus oral daily doses of adzuki {3-
vignin (300 mg/kg/day) and HC+SVT = HC diet plus oral daily doses of simvastatin (50 mg/kg/day).
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Table 4. Plasma enzyme activity of rats fed HC diet without and with oral daily doses of B-vignins or
simvastatin for 4 wk*

Normal diet Hypercholesterolemic diet’
Enzyme activity (mmol/L) STD HC HC+7S-C HC+7S-A HC+SVT
Lipoprotein lipase 5.42 +0.27% 16.73+0.81 32.16 +2.68* 27.22 + 1.56* 29.01 + 1.31*

Glutamic pyruvic transaminase 12.28 + 0.31* 19.18+1.06 18.75+0.93 20.89+0.92 19.32+0.77

values with different superscript indicators in the same row differ significantly, where *p < 0.05, **p < 0.01 and “p < 0.001 by the
Bonferroni t-test multiple comparisons versus HC group. Each value is the mean + SEM (n = 9). STD = normal diet, AIN-93G composition;
HC = hypercholesterolemic diet: AIN-93G plus 20 g/100 g palm oil, 1 g/100 g cholesterol and 0.5 g/100 g cholic acid; HC+7S-C = HC diet
plus oral daily doses of cowpea B-vignin (300 mg/kg/day); HC+7S-A = HC diet plus oral daily doses of adzuki B-vignin (300 mg/kg/day) and
HC+SVT = HC diet plus oral daily doses of simvastatin (50 mg/kg/day).
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