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RESUMO

SALVADOR, Bianka Caliman. Biodisponibilidade de peptideos do feijdo caupi
(Vigna unguiculata L. Walp) e o metabolismo do colesterol. 2017. 81 f. Tese (Doutorado em
Nutricdo em Salde Publica) — Faculdade de Saude Publica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2017.

Introducdo: Doencas cardiovasculares constituem importante causa de morte em todo mundo e a
hipercolesterolemia estad diretamente relacionada a elas. A dieta desempenha papel importante
neste processo e alguns alimentos como o feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp), especialmente
sua proteina, tem sido apontado com potencial capacidade de reducao do colesterol plasmatico. Os
efeitos hipocolesterolémicos ja observados indicaram o uso da proteina do feijdo caupi, ou dos seus
peptideos, como ingrediente funcional de alimentos para a promocao da salde e a reducao do risco
de doengas. Entretanto, as consequéncias da digestdo gastrointestinal na absorcéo destes peptideos
sdo claramente complexas tornando essenciais estudos in vitro e in vivo para avaliar a sua
bioacessibilidade e sua resisténcia a degradacdo gastrointestinal, além da disponibilidade e real
eficacia destes peptideos. Objetivo: Analisar a biodisponibilidade de peptideos e avaliar
parametros ligados ao metabolismo do colesterol em modelos animais apos ingestdo de isolado
proteico de feijdo caupi. Métodos: A farinha de feijdo caupi foi desengordurada e sua proteina
isolada. O isolado proteico foi submetido a métodos de hidrolise in vitro, para verificacdo das
fracbes peptidicas formadas e inferéncia sobre a capacidade de ligacdo a albumina. Dois
experimentos in vivo foram conduzidos. No primeiro, o isolado proteico do feijdo caupi foi
administrado a ratos e a concentracdo dos peptideos monitorada no sangue, por 2 horas. O
experimento in vivo 2 consistiu na alimentacdo de hamsters com dietas normo (N) e
hipercolesterolémicas por 21 dias, contendo a proteina do feijdo caupi como unica proteina da racao
(I), comparada ao controle de caseina (H). Neste experimento foram analisados no plasma:
colesterol total (CT) e fracGes (LDL-c, VLDL-c e HDL-c), triglicerideos (TG) e peptideos; nas
fezes: colesterol total (CF) e acidos biliares (AB); no figado: colesterol (CH) e lipideos totais (LH),
HMGCR (atividade enzimatica e expressdo) e expressdao de SREBP2, LDLR, ABCAL, ABCG1,
ABCG5, ABCG8, LXRa e AMPK. Resultados: Os peptideos identificados a partir da hidrolise

proteica do feijdo caupi, ou a partir do plasma dos animais estudados ndo evidenciaram



similaridades entre os experimentos ou corresponderam a sequéncias previamente identificadas
para o feijdo caupi a partir de banco de dados. CT, VLDL-c, HDL-c, TG, CH dos hamsters foram
maiores nos grupos H e | quando comparado ao N; LDL-c foi maior para | comparado aos demais;
LH foi maior em H comparado a N, sendo que | ndo diferiu dos demais; CF foi maior para |
comparado a N, sendo que H néo diferiu dos demais. A expressdo de ABCA1 foi maior para | em
relacdo aos demais; LXRa foi maior para | em relagdo a H, mas N n&o diferiu dos demais; SREBP2
foi menor em H em comparacao aos demais; HMGCR foi mais expressa em N em comparacao aos
demais, ao passo que a atividade desta enzima foi maior em | quando comparado a N, sendo que H
n&o diferiu dos demais. N&o houve diferenca entre os grupos quanto a AB ou expressédo de ABCG8
ou AMPK. Néo foram obtidos resultados de expresséo para LDLR, ABCG1 e ABCG5. Concluséo:
Apesar de pesquisas anteriores a este trabalho terem evidenciado a capacidade do isolado proteico
do feijao caupi em inibir a atividade da HMGCR, inibir a solubilizacdo micelar ou melhorar o perfil
de lipideos plasmaticos, no trabalho atual esta matéria prima ndo mostrou atuacdo positiva quanto
ao metabolismo do colesterol de hamsters nas condi¢des experimentais utilizadas. Os fragmentos
indicados como peptideos obtidos a partir da hidrélise proteica do feijdo caupi, ou do plasma dos
animais estudados ndo corresponderam a peptideos com comprovada, ou até mesmo, com

indicagéo de bioatividade.

Descritores: feijao caupi, peptideos bioativos, hipercolesterolemia, isolado proteico.



ABSTRACT

SALVADOR, Bianka Caliman. Bioavailability of cowpea peptides (Vigna unguiculata L.
Walp) and the cholesterol metabolism. 2017. 81 f. Thesis (Doctorate in Nutrition in Public
Health) — School of Public Health, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2017. Portuguese.

Introduction: Cardiovascular diseases are important cause of death worldwide and
hypercholesterolemia is directly related to them. Diet plays an important role in this process and
some foods such as cowpea (Vigna unguiculata L. Walp), especially its protein, have been shown
to have a potential for reducing plasma cholesterol. The hypocholesterolemic effects already
observed indicated the use of cowpea protein, or its peptides, as a functional food ingredient for
health promotion and reduction of disease risk. However, the consequences of gastrointestinal
digestion on the absorption of these peptides are clearly complex, making in vitro and in vivo
studies essential to assess their bioaccessibility and resistance to gastrointestinal degradation, as
well as the availability and actual efficacy of these peptides. Objectives: To analyze the
bioavailability of peptides and evaluate parameters related to cholesterol metabolism in animal
models after ingestion of protein isolate of cowpea. Methods: Cowpea flour was defatted and its
protein isolated. The protein isolate was subjected to in vitro hydrolysis methods to verify the
formed peptide fractions and inference about aloumin binding ability. Two in vivo experiments
were conducted. In the first, the cowpea protein isolate was administered to rats and the
concentration of the peptides monitored in the blood for 2 hours. The in vivo experiment 2 consisted
of feeding hamsters with normal (N) and hypercholesterolemic diets for 21 days, containing the
cowpea protein as the sole dietary protein (I), compared to casein control (H). In this experiment
were analyzed in the plasma: total cholesterol (TC) and fractions (LDL-c, VLDL-c and HDL-c),
triglycerides (TG) and peptides; In feces: total cholesterol (CF) and bile acids (AB); In the liver:
cholesterol (CH) and total lipids (LH), HMGCR (enzymatic activity and expression) and
expression of SREBP2, LDLR, ABCAL, ABCG1, ABCGS5, ABCGS8, LXRa and AMPK. Results:
The peptides identified from the protein hydrolysis of cowpea or from the plasma of the animals
studied did not show similarities among the experiments or correspond to sequences previously
identified for the cowpea from the database. CT, VLDL-c, HDL-c, TG, CH of hamsters were higher

in groups H and | when compared to N; LDL-c was higher for | compared to the others; LH was



higher in H compared to N, and | did not differ from the others; CF was higher for | compared to
N, and H did not differ from the others. The expression of ABCA1 was higher for I than the others;
LXRa was higher for I than H, but N did not differ from the others; SREBP2 was lower in H
compared to the others; HMGCR was more expressed in N compared to the others, whereas the
activity of this enzyme was higher in I when compared to N, and H did not differ from the others.
There was no difference between groups regarding AB or expression of ABCG8 or AMPK. No
expression results were obtained for LDLR, ABCG1 and ABCG5. Conclusion: Although previous
research to this work evidenced the ability of the cowpea protein isolate to inhibit HMGCR activity,
inhibit micellar solubilization or improve the plasma lipid profile, in the current work this raw
material did not show a positive cholesterol metabolism of hamsters under the experimental
conditions used. The fragments indicated as peptides obtained from the protein hydrolysis of
cowpea beans, or from the plasma of the animals studied did not correspond to peptides with

proven, or even, with indication of bioactivity.

Descriptors: cowpea beans, bioactive peptides, hypercholesterolemia, protein isolate.



LISTAS DE FIGURAS E QUADROS

Figura 1 — Esquema simplificado da rota de biossintese do colesterol. ..............cccueee.... 18
Figura 2 — Estrutura fisiologica da bioatividade de peptideos. .........cccccvevvvievvivesvennnn, 22
Figura 3 — Esquema geral do trabalho. ... 28
Figura 4 — Fluxograma do isolamento proteico da farinha de feijdo caupi. ............cc....... 30
Figura 5 — Esquema geral do EXperimento in VItro.........ccccevvvevieieieese e 31
Figura 6 — Esquema geral do EXperimento in VIVO L.........cccccevieiiiecne s 33
Figura 7 — Esquema geral do EXperimento in VIVO 2..........cccooviirieienene s 36

Figura 8 — Concentragdes sericas de CT, VLDL-c, LDL-c e HDL-c dos hamsters.
EXPEIMENTO IN VIVO 2.1ttt ettt et e s e e be st e be e te e st e sneesteeneenneenreens 51
Figura 9 — Distribuicdo do colesterol total sérico dos hamsters. Experimento in vivo 2. 52

Figura 10 — Concentracéo de triglicerideos sericos dos hamsters. Experimento in vivo 2.

Figura 11 — Composicao do triglicerideo sérico dos hamsters. Experimento in vivo 2. .. 53
Figura 12 — Atividade hepatica da HMGCR em hamsters. Experimento in vivo 2.......... 58
Figura 13 — Expressdo de genes relacionados com lipideos no figado de hamsters.
EXPEITMENTO 1N VIVO 2.1ttt bbbt 60
Figura 14 — Fluorescéncia de BSA excitado a 280 e 293 nm na presenca do hidrolisado
proteico do feijdo caupi. EXPerimento iN VItIO. .........cccoveiuiiiiiiecie e 64
Figura 15 — Fluorescéncia de BSA excitado a 280 e 293 nm, a 25 e 35 C°, na presenga do
hidrolisado. EXPerimento iN VITIO. .......c.oouiiuiiiiiiiieiieeee et 66

Quadro 1 — Distribuigdo dos animais, segundo grupos. Experimento in vivo 1. ............. 34
Quadro 2 — Discriminacdo dos grupos de animais, segundo tipo de dieta administrada.
EXPEIIMENTO IN VIVO 2....iiiiiii ittt ettt e e et et e e sae e et e e s teeeteenneeenes 37
Quadro 3 — Formulagéo planejada das dietas administradas, segundo grupo de animais.
EXPEIIMENTO 1N VIVO 2.1ttt bbbt bbbttt 39

Quadro 4 —Tipo de analises realizadas, segundo material bioldgico. Experimento in vivo 2.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Necessidades nutricionais de hamsters em fase de crescimento (animal com 35
1 T o ) RSSO PSSRSO 38
Tabela 2 — Perfil de amino&cidos do isolado proteico do feijdo caupi. ......cccccovevrerieuenne. 40
Tabela 3 — Composicdo centesimal (g.100 g?) das farinhas de feijdo caupi: integral,
desengordurado e isolado ProteiCo, €M DASE SECA. .......cccveieriieiiieiieie et sreas 48
Tabela 4 — Composicdo centesimal (g.100 g) das dietas em base seca. Experimento
1Y Y7o USSR 49
Tabela 5 — Perfil de acidos graxos (g.100 g*) das dietas. Experimento in vivo 2............ 50
Tabela 6 — Peso inicial e final, ingestdo diaria média e total de dieta, ganho de peso e CEA
(coeficiente de eficiéncia alimentar) dos hamsters. Experimento in Vivo 2. .........cccccevveveiieennenn, 51
Tabela 7 — Peso do figado, ALT (alanina aminotransferase), lipideos totais e colesterol
hepatico dos hamsters. EXPerimento iN VIVO 2. ......c.ccooeiiiiiiiiiieieese e 55
Tabela 8 — Colesterol e acidos biliares excretados nas fezes dos hamsters. Experimento
TN VIVO 2. 1ottt bbbt b e st e s e st R b b e R Rt Rt Rt e Rt e e b b e b e be e ReeReene e e e 57
Tabela 9 — Fragmentos identificados como possiveis peptideos, a partir da hidrélise do
isolado proteico do feijdo caupi. EXPerimento in VItro. ........ccccooiiiiiiiiniiiiie e 67
Tabela 10 — Fragmentos identificados como possiveis peptideos, a partir do soro de animais

apos gavagem com isolado proteico do feijdo caupi. Experimento in Vivo 1..........cccccceveveinenen, 68



ACAT2
ALT
AST
AMPK
Apo
BSA
BSH

CT

FAS
GGT
HDL-c
HMGCR
LDL-c
LDLR
LPL
LXRa
NAFLD
NPC1L1
MUFA
PEPT1
POT
PUFA
SCAP’s
SREBPE?2
TG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acil-CoA: colesterol aciltransferase

Alanina amino transferase

Aspartato amino transferase

Proteina quinase ativada por AMP
Apolipoproteina

Albumina do soro bovina

Albumina do soro humano

Colesterol total

Acido graxo sintase

y-glutamiltransferase

Lipoproteina de alta densidade
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
Lipoproteina de baixa densidade

Receptor LDL

Lipase lipoproteica

a receptor X do figado

Doenca gordurosa hepatica ndo-alcodlica
Proteina Niemann-Pick C1-like 1

Acido graxo monoinsaturado

Transportador de peptideos préton-dependente 1
Transportador de oligopeptideos préton-dependente
Acido graxo poliinsaturado

Proteina ativadora de clivagem do SREBP
Proteina de ligacdo do elemento regulador do esterol 2

Triglicerideos


http://www.portalbrasil.net/medicina_esteatosehepatica.htm

SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt bttt 15
2. REVISAO DE LITERATURA . ......oooeieieteeeteeeee sttt sanes s 16
2.1. METABOLISMO DO COLESTEROL.......coiiiiiiiie e 16
2.2. DIGESTAO PROTEICA E PEPTIDEOS BIOATIVOS.....coovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeae 20
2.3. FEIJAO CAUPI E PEPTIDEOS HIPOCOLESTEROLEMICOS..........ccccevevvrvenens 25
3. OBUIETIVOS ...ttt bbbttt sttt ne st et 27
3.1 OBIETIVO GERAL. ...ttt e e 27
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....coiviviiieiieieieieeie e 27
4. MATERIAIS E METODOS ........oiieiiieeieeeeieeesesieses s sesasses s ssnss s sesssssnsnes 28
4.1 MATERIA PRIMA ..ottt s st ns et enaa s 29
4.2. EXPERIMENTO IN VITRO ...ooiiiie et 31
4,21 HIAIOIISE ....c.viieeeieceee et eneeneas 31
4.2.2. Capacidade de Ligacao a AIDUMING.........cccoeiveieiieiiece e 32
G T =T o] [0 (=T LSRR 32
4.3. EXPERIMENTO IN VIVO 1 ..ottt 33
0 N 41 1 USSR 33
4.3.2. DIBLA .c.ecvi ettt 34
4.3.3. Coleta e Analise de Material BiolOgQICO ...........ccccceeveiieiiiiiiiicce e 34
4.4, EXPERIMENTO IN VIVO 2 ..ottt 35
O N 41 [ USSR 36
A.4.2. DIBLA ..ecviiieieii ettt et 37
4.4.3. Ganho de Peso e Consumo AlIMENTAN ..........ccccevviieinierieie e 41
4.4.4. Coleta e Analise de Material BIiolOGICO ...........cccvviiiiiiiiiiicc s 41
4.5. ANALISES ESTATISTICAS. .....coiiiiireieieiee e 47
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooveeviesieiieeeieseesesesesssesiesse s esnssenensenaans 48
5.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA.......ouevieeeeeeeeeeeeeseeeseesenesserisnen s 48
5.2. METABOLISMO DO COLESTEROL (EXPERIMENTO IN VIVO 2).....c.cccceuenen. 49
5.2.1. Caracterizacdo das dietas, consumo e ganho de peso dos animais............ 49

5.2.2. Perfil de Lipide0s SEIiCOS ........ccviiiieeiicie e 51



5.2.3. Lipideos Totais e Colesterol N0 Figado ..........cccovvvvevievierereiniesesnseenen, 55

5.2.4. Colesterol e Acidos Biliares Nas FEZES ........covveeeeeeeeeeeeeeeeeeesereseenenes 56
5.2.5. Atividade Hepatica da HMGCR .........ccccocoviieiieiiccseee e 58
5.2.6. EXPress@o POr PCR .....ooiiiiii ittt 59

5.3. ABSORCAO E IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS........cooosieiererereieeieeeeieeees 63
5.3.1. Capacidade de ligacdo da albumina...........ccccoocvrviiininiiie e 63
5.3.2. Peptideos, EXPERIMENTO IN VITRO.........cc.coovumuimrnesesrssessssensensenenes 67
5.3.3. Peptideos, EXPERIMENTO IN VIVO 1 (RATOS) .....ovvvevrsrrrnrrrenreniaes 68
5.3.4. Peptideos, EXPERIMENTO IN VIVO 2 (HAMSTERS) ......cccvovvivrennnn. 68

6. CONSIDERACOES FINAIS.........oooieieeeeeeeeeeeee e see e en e 69

7. CONCLUSOES......coooeteeetceeee ettt en sttt s s 71

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooveveeeeeeeeeeese e eseses s 72

CURRICULOS LATTES oo oot e et er et e e es s ee e s e e een e, 80



15

1. INTRODUCAO

Doencas cardiovasculares constituem importante causa de morte em todo mundo e refletem
grande morbidade e consumo de recursos do setor saide (ARAUJO et al., 2005; RIBEIRO et al,
2005; ROSA et al, 2007; HSU et al. 2013). Além de contribuir para a reducéo na qualidade de vida
dos individuos e aumentar gastos com tratamentos, podem afetar a economia por acometerem
aqueles responsaveis pela forca de trabalho e economicamente ativos (ROSA et al, 2007).

A hipercolesterolemia é considerada um fator de risco importante para as doencas
cardiovasculares e a dieta desempenha papel importante neste processo (HALLIKAINEN et al.,
2013).

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp), especialmente sua proteina, tem apontado
capacidade de reducdo do colesterol plasméatico (FROTA, 2007; FROTA et al, 2008; FROTA,
2011) e desta forma, contribuigdo no combate a este fator de risco cardiovascular.

Estudos indicam que este efeito hipocolesterolémico, de forma semelhante ao que acontece
em outros alimentos como o0 amaranto e o0 tremoco, esta relacionado a peptideos formados durante
a digestdo da proteina, capazes de desempenhar papel importante na regulacdo e modulacdo do
metabolismo lipidico (FROTA et al. 2008; VAZ, 2010; SEGURA-CAMPOS et al., 2011;
FONTANARI et al., 2012).

Ha indicacGes de que peptideos hipocolesterolémicos podem agir como inibidores da
enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMGCR), enzima chave na sintese do colesterol
no figado, ou na inibicdo da absorcdo de colesterol por meio da atuagdo em transportadores e
receptores envolvidos no metabolismo do colesterol, tanto a nivel hepatico quanto intestinal, ou
ainda na excrecao fecal (CHO et al., 2008; LIASET et al., 2009; VAZ, 2010; LIU et al., 2012;
HOWARD e UDENIGWE, 2013).

Os efeitos hipocolesterolémicos observados apontam para o uso potencial da proteina do
feijdo caupi, ou dos seus peptideos, como ingrediente funcional na producéo de alimentos, para a
promoc&o da saude e reducéo do risco de doencas. Entretanto, os efeitos da digestéo gastrointestinal
na absor¢do destes peptideos sdo complexos e requerem estudos in vitro e in vivo, visando avaliar
a sua resisténcia a degradacdo gastrointestinal e bioacessibilidade. E também fundamental a
avaliacdo da eficacia de acdo e da disponibilidade destes peptideos no organismo para atuacéo nos

locais alvo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. METABOLISMO DO COLESTEROL

O figado controla os niveis de colesterol no plasma através de uma rede metabodlica
complexa de receptores de lipoproteinas, transportadores de esterois e receptores nucleares que
traduzem sinais gerados por alteracdes na concentracdo do colesterol, e assim, selecionam o
controle transcricional para a expressdo génica. Ao lado do figado, o intestino é importante na
regulacdo de muitos aspectos do metabolismo do colesterol, pois é o seu principal local de absor¢édo
e de excrecdo (HUI et al., 2008; SINGH et al., 2013; GROEN, et al. 2014).

As principais fontes de colesterol hepatico sdo o colesterol da dieta, o sintetizado nos
tecidos extra hepaticos (e levados ao figado por meio do HDL-c) e o produzido a partir da sintese
de novo no figado. As principais rotas de efluxo do colesterol hepéatico sdo o colesterol livre
secretado na bile, o colesterol convertido em sais e &cidos biliares e o secretado por meio do VLDL-
c (HARVEY e FERRIER, 2012; HSIEH et al. 2014; YU et al., 2014).

Como principais pontos de regulacdo do colesterol plasmatico pode-se citar: a absor¢éo
intestinal de colesterol; a captacdo do colesterol hepéatico pelo LDL-c; a sintese hepética de
colesterol de novo (com énfase para a HMGCR) e a excregéo biliar (LAM et al., 2008).

Antes de moléculas de colesterol serem absorvidas pelo receptor NPC1L1, nos enterocitos,
é necessario sua emulsificacdo, a partir de micelas mistas de sais biliares e lipideos. A formacéo de
micelas aumenta a area de superficie das goticulas de lipideos hidrofébicos, de forma que as
enzimas digestivas possam agir (WANG, 2007; HARVEY e FERRIER, 2012).

A NPC1L1 é uma proteina expressa em células que formam a borda em escova dos
enterdcitos, sendo o jejuno proximal a regido em que a sua expressao € mais elevada. Ela é muito
importante porque pode determinar a quantidade de colesterol que circula para o figado, ao
permitir, ou ndo, que ele seja descartado como esterdis neutros (CASTRO-TORRES et al., 2014).

Em oposicao diretaa NPC1L1, verifica-se que o heterodimero de transportadores ABC, G5
(ABCGb5) e G8 (ABCGS) inibe a absorgdo de colesterol e esterdis vegetais da dieta mediando o
efluxo destes esterdis a partir dos enterdcitos de volta ao lumen intestinal e promovendo a secrecao

eficiente de colesterol e esterdis vegetais de hepatocitos para a bile (YU et al., 2014).
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A expressdo de ABCG5 e ABCGS8 é regulada principalmente ao nivel da transcri¢cdo. O
LXRa, um fator de transcri¢ao nuclear ativado pelo ligante, envolvido no controle do metabolismo
dos lipidos, € considerado o principal regulador da expressdo de mMRNA de ABCG5 e ABCGS8
(CALKIN e TONTONOZ, 2013; YU et al., 2014).

LXRa é um receptor nuclear. Os receptores nucleares traduzem sinais hormonais,
metabdlicos e nutricionais em alteragdes na expressdo génica. Consistem num dominio de ligacdo
ao DNA e num dominio de ligacdo ao ligante. Os LXRs sdo ativados por oxiesterois e expressos
em tecidos com uma elevada atividade metabolica, incluindo o hepéatico e o adiposo, € em
macrofagos (CALKIN e TONTONOZ, 2013).

Retomando a absorcéo intestinal: as moléculas de colesterol absorvidas atingem o reticulo
endoplasmatico, onde a ACAT2 (Acyl-CoA: cholesterol acyl transferase) esterifica o colesterol.
Esteres de colesterol sdo, entdo, conduzidos & biogénese dos quilomicrons (WANG, 2007;
HARVEY e FERRIER, 2012; CASTRO-TORRES et al., 2014).

O colesterol circulante necessita de uma vesicula de transporte para protegé-lo da natureza
aquosa do plasma, visto que é um lipidio. Essa funcéo é exercida por lipoproteinas (VLDL, LDL,
HDL), particulas esféricas complexas, variadas em tamanho e composicdo, que sofrem a acdo de
enzimas e proteinas de transferéncia no plasma e sdo continuamente remodeladas durante o seu
transito (DANIELS et al., 2009; GOEDEKE e FERNANDEZ-HERNANDO, 2012).

Remanescentes de quilomicrons sdo absorvidos pelos hepatdcitos, que secretam lipideos
em particulas de VLDL-c, que por sua vez sdo transformadas na circulacdo em LDL-c (WANG,
2007; GOEDEKE e FERNANDEZ-HERNANDO, 2012).

As LDL-c sdo as principais lipoproteinas transportadoras de colesterol hepéatico para o0s
tecidos periféricos (DANIELS et al., 2009; LOTTEMBERG, 2009). Sua absor¢ao ocorre através
de receptores, 0s LDLR, e é um exemplo classico de endocitose mediada por receptor (GOEDEKE
e FERNANDEZ-HERNANDO, 2012). A maior parte das LDL-c é removida da circulagio pelo
figado e o restante, pelos tecidos periféricos. Ao se ligarem a receptores especificos, séo
internalizadas e degradadas (LOTTEMBERG, 2009; HARVEY e FERRIER, 2012; SATO, 2015).

A biossintese e absorcéo de colesterol pelos LDLR sdo rigorosamente reguladas ao nivel
da transcri¢do através do controle de retroalimentacdo negativo, que é mediado por proteinas de

ligagéo a elementos reguladores de esterois (SREBPs). Em particular, a SREBP2 é ativada de um
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modo dependente do colesterol e, assim, € significativamente envolvida na regulacdo da expressdo
desses genes associados ao metabolismo do colesterol (SATO, 2015).

A via de sintese endogena do colesterol compreende mais de 20 reacGes catalisadas
enzimaticamente e esta esquematizada resumidamente na Figura 1.

O colesterol é sintetizado no reticulo endoplasméatico a partir da acetil-coenzima A
(acetil-CoA) através da via do mevalonato. A primeira etapa envolve a condensacdo sequencial de
trés moléculas de acetil-CoA pelas enzimas acetil-CoA acetil transferase e HMG-CoA-sintase, que
originam a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Esta é reduzida a mevalonato, pela
HMG-CoA redutase microssomal, uma etapa limitante da sintese do colesterol (GOEDEKE e
FERNANDEZ-HERNANDO, 2012).

Figura 1 — Esquema simplificado da rota de biossintese do colesterol.
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Fonte: Adaptado de HARVEY e FERRIER (2012).

A HMGCR ¢ regulada pela quantidade de colesterol intracelular, sendo que seu excesso
inibe a atividade da enzima. Quando as celulas acumulam quantidades excessivas de esterois, a

atividade da HMGCR diminui mais de 90 % e o nUmero de LDLR também diminui. Em contraste,
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quando o colesterol intracelular é esgotado, as células mantém um nivel de atividade elevado desta
enzima e também expressam um grande numero de LDLR na sua superficie
(LOTTEMBERG, 2009; SATO, 2015).

Ao nivel da transcricao, a expressdo do gene da HMGCR é regulada pelas proteinas de
ligagéo do elemento regulador do esterol (SREBP). A SREBP1 regula de forma independente a
sintese de cidos graxos, enquanto a SREBP2 regula a sintese de colesterol. A ativacao proteolitica
de SREBPs e a consequente producdo de colesterol e acidos graxos € inibida pelo aumento do
colesterol livre intracelular (CALKIN e TONTONOZ, 2013; WU et al., 2013).

SREBPs sdo produzidos como precursores e sao ligados a sensores de colesterol, os SCAPs
(SREBP cleavage activarting protein), que s&o ativados quando a concentracao de esterdis é baixa.
O SREBP2 se liga preferencialmente aos promotores de genes envolvidos na captacao e biossintese
de colesterol, tais como HMGCR, enzima limitante da velocidade na sintese do colesterol, e LDLR,
responsavel pela remocédo do LDL-c da circulacdo (ISHII et al., 2004; LAM et al., 2008; MA et al.,
2011; GOEDEKE e FERNANDEZ-HERNANDO, 2012; WU et al., 2013).

Apds a sintese, o colesterol deixa o reticulo endoplasmatico e é convertido em ésteres de
colesterol, principalmente pela enzima ACAT, de modo a impedir o excesso de acumulacédo de
colesterol livre no plasma e nas membranas intracelulares (GOEDEKE e
FERNANDEZ-HERNANDO, 2012). Como as células nio podem degradar o colesterol, 0 excesso
de colesterol é removido dos tecidos periféricos e transportado para o figado por meio do HDL-c,
para reutilizacdo a partir da sintese de novo ou excrecao. Esse processo € tradicionalmente referido
como transporte reverso do colesterol (VAN DER VELDE et al. 2010).

O primeiro passo no transporte reverso do colesterol € a transferéncia de colesterol para
moléculas pobres em lipideos no plasma, tais como apoAl e HDL-c, via transportador ABCA1
(CALKIN e TONTONOZ, 2013). LXRs também regulam o ABCAL para realizar efluxo de
colesterol. ABCG1 promove o efluxo de colesterol e é provavel que ABCA1 e ABCG1 ajam em
conjunto para promover a remocgdo de colesterol em contextos fisiologicos através HDL-c
(CALKIN e TONTONOZ, 2013).

A HDL-c serve como o principal receptor para o colesterol celular libertado de tecidos
extra-hepaticos, e estd inversamente correlacionada com o risco de doenga cardiovascular
aterosclerética (GOEDEKE e FERNANDEZ-HERNANDO, 2012).
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O excesso de colesterol é eliminado nas fezes por secre¢do na bile ou conversao em &cidos
e esterodis neutros (WANG, 2007; VAN DER VELDE et al., 2010; JIA et al., 2011; MA et al.,
2011b). O figado é o Unico 6rgdo que pode remover quantidades em excesso de colesterol
convertendo-o em acidos biliares através de varios processos enzimaticos e excretando-os para a
bile. A maioria dos sais biliares (aproximadamente 90%) sé@o reabsorvidos no intestino delgado
inferior através de um transportador de &cido biliar e sdo entdo transportados de volta para o figado
(SATO, 2015).

2.2. DIGESTAO PROTEICA E PEPTIDEOS BIOATIVOS

A digestdo da proteina inicia-se no estbmago através de pepsinas em pH &cido. Proteases
pancredticas, tripsina, a-quimotripsina e carboxipeptidases, em meio alcalino, hidrolisam o0s
polipeptideos no limen do intestino delgado, produzindo principalmente oligopeptideos e
aminoéacidos livres. Oligopeptideos passam por uma segunda hidrdlise causada pelas peptidases
nas vilosidades intestinais, produzindo tripeptideos, dipeptideos e mais aminoacidos livres.
Aminodcidos livres sdo absorvidos por uma variedade de transportadores especificos, localizados
na membrana da borda em escova de células epiteliais do intestino. J& a absorcdo dos die
tripeptideos ocorre pelo PEPT1 (Proton-dependent peptide transporter 1) (DEAN e MA, 2007;
GILBERT et al.,, 2008; SEGURA-CAMPOS et al.,, 2011; BOUZERZOUR et al.,, 2012;
FURUTANI et al., 2013; SPANIER, 2014).

O PEPT1 é um membro da familia POT (préton-dependent oligopeptide transporter),
transporta especificamente di e tripeptideos e se localiza principalmente nas células epiteliais da
borda em escova (MA et al., 2011a; NEWSTEAD, 2011; SPANIER, 2014). Este transportador
pode reconhecer um largo espectro de substratos, que variam em tamanho molecular, carga e
solubilidade e tem potencial para o transporte de 400 diferentes dipeptideos e 8000 tripeptideos
(MA etal., 2011a).

Os peptideos séo suscetiveis a extensa hidrdlise pela sequéncia de peptidases gastricas,
pancreéticas e da membrana da borda em escova do intestino delgado. Além disso, 0s que chegam
a ser absorvidos podem sofrer hidrélise rapida no sangue. Por outro lado, alergias alimentares
mediadas por imunoglobulinas E (IgE), provavelmente representam uma das pistas mais claras de

que grandes polipeptideos podem sobreviver a digestdo gastrointestinal e chegar a circulacéo
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sisttmica (GILBERT et al., 2008; BOUZERZOUR et al., 2012). Assim, os peptideos que resistem
ao processo digestivo e chegam intactos ao intestino podem atravessar o epitélio e entrar na corrente
sanguinea em quantidade capaz de gerar efeito sisttmico. Ha evidéncias de que rotas paracelulares
e transcelulares permitem a captacdo de peptideos intactos (SEGURA-CAMPOS et al., 2011;
BOUZERZOUR et al., 2012).

Nutricionalmente, a qualidade das proteinas ingeridas depende da sua composi¢do em
aminoacidos e da auséncia de fatores antinutricionais que podem limitar a digestibilidade e
capacidade de absorcdo. Mas, além disso, proteinas dietéticas podem constituir rica fonte de
peptideos bioativos, capazes de gerar, além do valor nutritivo, outros efeitos fisioldgicos positivos
ao organismo (SAAVEDRA et al., 2013).

Durante a digestdo, enzimas proteoliticas libertam os peptideos com sequéncias de
aminoacidos que eram inativas no ndcleo da proteina de origem, mas, uma vez libertados, podem
exibir propriedades especiais (SEGURA-CAMPOS et al., 2011; GARCIA et al. 2013). Embora
algumas proteinas alimentares sejam capazes de provocar os seus efeitos atuando diretamente na
sua forma intacta, geralmente sdo peptideos (normalmente entre 3 a 20 aminoacidos) derivados da
proteina matriz, que sdo de maior interesse (RUTHERFURD-MARKWICK, 2012).

Peptideos bioativos derivam de diversas proteinas de origem animal e vegetal, tais como:
leite humano e bovino, peixe, ovos, carne, soja, arroz e cereais. Dependendo da sua sequéncia de
amino&cidos, podem apresentar diversas atividades: imunomoduladora, antitumoral, antioxidante,
anti-hipertensiva, hipocolesterolémica, dentre outras (SAAVEDRA et al., 2013; MALAGUTI et
al. 2014).

A Figura 2 reflete o caminho até o surgimento de peptideos bioativos, além de possiveis
efeitos fisioldgicos gerados por eles.

Estes peptideos podem exercer as suas a¢les tanto localmente, sobre a barreira intestinal e
os tecidos linféides associados ao intestino, quanto ap6s passagem ao sangue, porém, em ambos 0s
casos necessitam sobreviver a acdo das enzimas digestivas (SEGURA-CAMPOS et al., 2011;
BOUZERZOUR et al., 2012; RUTHERFURD-MARKWICK, 2012).

Deste modo, diversos estudos tém sido conduzidos com diferentes alimentos, no sentido de

verificar a bioacessibilidade, biodisponibilidade e eficacia de peptideos bioativos.
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Figura 2 — Estrutura fisiologica da bioatividade de peptideos.

Alimento (fonte proteica)

v

Ingestio oral

v

4 D
Liberacio de peptideos no

trato gastrointestinal

v

Absorc¢ao intestinal

v

EFEITOS FISIOLOGICOS

SISTEMA SISTEMA

CARDIOVASCULAR GASTROINTESTINAL

ﬁ ﬁ
ﬁ
Anti hipertensivo

Antioxidante Ligacio mineral
Antimicrobiano Inibidor de apetite
Hipocolesterolémico
\. J

4 D 4 D
SISTEMA SISTEMA

IMUNE NERVOSO

ﬁﬁ
N

Antimicrobiano Opioide agonista
Imunomodulador Opioide antagonista
Citomodulador

Fonte: Adaptado de MADUREIRA et al. (2010).

A ideia de biodisponibilidade é importante, pois para qualquer componente com alegagdes

de propriedades benéficas a saude, deve ser demonstrado que ele realmente é digerido e absorvido,
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e chega a circulagdo sisttémica ou local alvo, para ser capaz de executar funcdo positiva ao
organismo (PARADA e AGUILERA, 2007; FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009;
RUTHERFURD-MARKWICK, 2012). O conceito de biodisponibilidade inclui o de
bioacessibilidade.

A bioacessibilidade é definida como a fracdo de um composto que é libertado a partir da
sua matriz, no trato gastrointestinal e, assim, torna-se disponivel para absorcéo intestinal (ou seja,
para entrar na corrente sanguinea). Bioacessibilidade inclui toda a sequéncia de acontecimentos
que ocorrem durante a transformacdo digestiva dos alimentos em material que pode ser assimilado
pelo organismo, que pode ser absorvido/assimilado pelas células do epitélio intestinal, e assim, que
pode participar do metabolismo pré-sistémico (FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009; MARZE et
al., 2013; MARZE et al., 2014).

As pesquisas in vivo e ensaios clinicos sdo necessarios para demonstrar o efeito fisioldgico
de peptideos, mas estudos in vitro também séo importantes. Na prética, qualquer método in vitro
inevitavelmente ndo corresponde a precisao que pode ser alcangada por um estudo in vivo, devido
a complexidade inerente ao processo (HUR et al., 2011). Para evitar a realizacdo de um estudo de
bioatividade irrelevante, é conveniente realizar medicGes de bioacessibilidade para testar se o
composto de interesse tem chance de ser absorvido. Assim, a selecdo adequada da forma quimica,
a qual o composto bioativo € absorvido, pode ser feita para executar subsequentemente o ensaio de
bioatividade (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

A simulacdo da digestdo fisiologica, por estudos in vitro, € uma ferramenta muito util na
avaliacdo da estabilidade do peptideo bioativo contra enzimas digestivas (SEGURA-CAMPOS
et al., 2011). Testes in vitro sdo comuns, mais reprodutiveis e demandam menor tempo e custo, em
comparacao a bioensaios. Testes in vivo, em outros mamiferos ou em seres humanos, séo caros e
ainda menos viaveis devido a dificuldades técnicas e restricbes éticas (HUR et al., 2011,
BOUZERZOUR et al., 2012). De qualquer forma, o processo de validacdo in vivo deve ser
realizado para delinear a confiabilidade dos modelos in vitro (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
2009).

O objetivo de um modelo de digestdo é simular a degradagdo de alimentos, tanto quanto
possivelmente similar ao processo fisiolégico humano, o que claramente é uma tarefa dificil.
Assim, trés areas do sistema digestivo sdo consideradas: boca, estbmago e intestino. A boca é

essencial ao processo de digestdo humana, mas em abordagens in vitro ela muitas vezes nao é
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incluida pelo fato do alimento permanecer neste compartimento durante um periodo relativamente
curto de tempo. Para a simulacdo da digestdo gastrica, 0 material teste normalmente € sujeito a
pepsina em pH 2. Para simular o intestino delgado se adicionam enzimas intestinais (tripsina,
pancreatina), sais biliares e bicarbonato para ajuste do pH para os niveis observados no intestino
(DEAN e MA, 2007; BOUZERZOUR et al., 2012).

Apesar da relevancia do assunto e dos extensos esforgos de investigacdo, as questdes
relacionadas com a resisténcia, absorcéo/distribuicdo e possiveis atividades bioldgicas de peptideos
derivados de alimentos continuam com lacunas de conhecimento (BOUZERZOUR et al., 2012).
Dentre as dificuldades na caracterizacdo e rastreamento de peptideos resultantes da digestdo
gastrointestinal podem ser citados os diferentes niveis de complexidade das matrizes alimentares e
a grande variedade de produtos da digestdo gerados pela acdo simultanea de proteases com
especificidade de clivagem diversa (BOUZERZOUR et al., 2012). Além disso, 0os modelos
preditivos de digestes de proteinas diferem principalmente uns dos outros por: 1. Natureza da
matéria-prima; 2. Nmero e a tipologia das etapas sequenciais que simulam a digestao oral-gastro-
intestinal; 3. Composicao dos fluidos digestivos utilizados em cada passo, incluindo enzimas e a
sua atividade/concentracdo, pH, tampdes; 4. Tempo de incubacdo de cada passo, e; 5. Agitacdo
mecanica e fluidos aplicados nas diferentes fases do processo de digestdo (BOUZERZOUR et al.,
2012).

O interesse ascendente em ingredientes de proteina de alta qualidade para satisfazer a
procura de uma populacéo global crescente gera expectativas sobre peptideos bioativos. O aumento
da funcionalidade desses ingredientes proteicos pode ser conseguido através de processamento,
fermentacdo ou hidrolise enzimética, podendo todos estes resultar na producdo de sequéncias
peptidicas curtas com varias bioatividades (RUTHERFURD-MARKWICK, 2012; MALAGUTI
et al. 2014; O’KEEFFE e FITZGERALD, 2015).

Do ponto de vista agrondémico, cultivares, condigdes ambientais e praticas agrondmicas
afetam significativamente o contetdo de peptideos bioativos, sugerindo que a sua concentragdo em
culturas e, eventualmente em alimentos pode ser favorecida por melhoramento e pela otimizacéo
das condig0es de crescimento (MALAGUTI et al. 2014).

Existe uma necessidade de utilizar avancadas ferramentas moleculares e protedmicas para
decifrar os mecanismos moleculares de acdo de peptideos em varias doencas e para o
estabelecimento da sua seguranca e eficacia (O’KEEFFE e FITZGERALD, 2015).
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2.3. FEIJAO CAUPI E PEPTIDEOS HIPOCOLESTEROLEMICOS

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) tem sido foco de estudo em diversas areas,
como melhoramento genético, técnicas de cultivo, valor nutricional, entre outras. As formas
cultivadas no Brasil sdo conhecidas com varios outros nomes, como: feijao de praia, feijao
fradinho, feijao de rama, feijdo macassar, feijao de corda e feijédo de metro (FREIRE FILHO, 1981;
EMBRAPA, 1987).

Esta leguminosa constitui a principal cultura de subsisténcia das regides Norte e Nordeste
do Brasil e é alimento frequente no habito alimentar de familias de baixa renda (IBGE, 2002;
MOUSINHO, 2005). Em 2011 foram colhidos no Brasil aproximadamente 1,6 milh&o de hectares,
com producdo de 822 mil toneladas, média de 525 kg/ha. A maior produgdo concentrou-se no
Nordeste, com 84% da area plantada e 68% da producédo nacional. Além disso, a cultura do feijao
caupi mantém a cada ano 1,2 milhdo de empregos diretos (SINIMBU, 2012).

O feijdo caupi é uma boa fonte de proteinas (aproximadamente 24 %) e apresenta
carboidratos, vitaminas, minerais (com destaque para o ferro, zinco e manganés) e aminoacidos
essenciais, além de possuir consideravel quantidade de fibras alimentares (16,6 % de insoltvel e
2,7 % de solavel) e baixa quantidade de gordura (2,2 %) (FROTA, 2007).

A maioria de suas proteinas sdo globulinas (50 a 70 %) e albuminas (4 a 12 %). A fragdo
vicilina 7S é considerada predominante entre as globulinas e consiste de duas cadeias
polipeptidicas de 56 e 52 kDa (NIELSEN et al., 1988; NUGDALLAH e TINAY, 1997; FALADE
e KOLAWOLE, 2013).

Nos Ultimos anos, trabalhos conduzidos no Laboratério de Propriedades Funcionais de
Alimentos da Faculdade de Saude Publica/Universidade de Sao Paulo geraram evidéncias de que
a proteina do feijdo caupi possui efeitos hipocolesterolemizantes e hepatoprotetores (FROTA et
al., 2008; FROTA, 2011; MARQUES, 2013; MARQUES et al., 2015a; 2015b).

FROTA (2007), ao estudar o efeito hipocolesterolemizante do isolado proteico do feijéo
caupi em hamsters hipercolesterolemizados, observou que houve reducdo de 20 % no colesterol
total e de 22% no colesterol ndo-HDL quando comparado ao grupo controle com dieta com caseina.
Efeito hepatoprotetor também foi encontrado a medida que houve reduzido acimulo de gordura
nos hepatdcitos, mesmo na presenca de dieta contendo quantidades elevadas de gorduras. Ressalta-
se que ndo foi encontrada diferenca (grupo isolado x grupo controle) quanto a excrecdo de acidos
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biliares e colesterol nas fezes dos animais, indicando que a reducdo do colesterol plasmatico ndo
foi mediada pelas vias de excregéo de colesterol.

Ao avaliar o efeito do consumo diario de 25 g de proteina de feijdo caupi em humanos,
FROTA (2011) observou que ele foi capaz de reduzir o colesterol total em 8,4 % e o LDL-c em
14,4 %. Neste trabalho a proteina do feijao caupi foi isolada e serviu de base para a producdo de
um shake.

MARQUES (2013) estudou os efeitos, in vitro, de peptideos do feijdo caupi na atividade
enzimatica da HMGCR e encontrou capacidade de inibi¢do da atividade enzimatica por peptideos
do feijdo caupi cru, cozido e extrusado.

Além disso, outras analises in vitro evidenciaram capacidade antioxidante e de
solubilizacdo micelar do colesterol pelo hidrolisado proteico do feijdo caupi (MARQUES et al.,
2015a; 2015b).

Os resultados obtidos com a proteina do feijdo caupi isolada em modelos animais (FROTA
et al., 2008), humanos (FROTA, 2011) e in vitro (MARQUES, 2013; MARQUES et al., 20153;
2015b) geraram evidéncias de que peptideos do feijdo caupi sdo capazes de agir positivamente na
regulacao do colesterol no organismo. Entretanto outros estudos continuam sendo necessarios, no
sentido de comprovar eficicia em condi¢bes experimentais diferentes, elucidar o mecanismo de

acdo responsavel por este resultado e identificar os peptideos atuantes.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a biodisponibilidade de peptideos em modelos animais apds ingestdo de isolado
proteico de feijo caupi e avaliar parametros ligados ao metabolismo do colesterol apds consumo

de dieta contendo o isolado proteico do feijao caupi.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar peptideos, derivados da hidrolise do isolado proteico do feijdo caupi.

Identificar peptideos no sangue de animais, derivados da ingestdo de isolado proteico do
feijao caupi.

Analisar o impacto do consumo de dieta contendo o isolado proteico de feijdo caupi em

parametros relacionados ao metabolismo do colesterol de hamsters.
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4. MATERIAIS E METODOS

A Figura 3 mostra o esquema geral do trabalho.

Dois experimentos in vivo foram conduzidos: um de fase aguda, através do qual se
pretendeu conhecer a biodisponibilidade dos peptideos formados na digestdo da proteina do feijdo
caupi, alem de identifica-los; e outro de média duracdo, por meio do qual se pretendeu,
principalmente, inferir sobre os mecanismos de acéo dos peptideos do feijao caupi no metabolismo

do colesterol.

Figura 3 — Esquema geral do trabalho.
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Fonte: Autoria propria.

Os ensaios bioldgicos seguiram o protocolo experimental conforme as normas do Canadian
Concil on Animal Care (OLFERT et al., 1993). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de Animais da Faculdade de Medicina da USP (CEUA FM-USP), protocolos 089 de
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07/07/2014 e 096 de 08/10/2014 e pelo Comité de Etica no uso de Animais do Instituto de Medicina
Tropical da USP (IMT-USP), protocolo 000291A de 30/09/2014.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas com maravalha autoclavada, em
local arejado. A temperatura foi controlada entre 20 e 25 °C, umidade relativa de 55 %, com janelas

escurecidas para o controle do ciclo de claro/escuro de 12 horas.

4.1. MATERIA PRIMA

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp), cultivar BRS-Milénio, foi fornecido pela
Embrapa Produtos e Mercado, escritério de Petrolina-PE.

Os gréos foram triturados em moinho de martelos e tamisados em peneira de 0,4 mm pela
empresa Molini Alimentos, S&o Paulo-SP. A farinha obtida foi acondicionada em sacos de
polietileno revestidos por papel pardo, selados e mantidos sob refrigeracdo até utilizacdo na

producdo do isolado proteico.

ISOLADO PROTEICO

A farinha do feijao caupi cru foi desengordurada com hexano na proporcdo 1:6 m/v por 4
horas sob agitacdo e seca naturalmente em capela, overnight.

A proteina isolada do feijdo caupi foi obtida por precipitacdo isoelétrica da farinha
desengordurada. O isolamento proteico foi baseado em metodologia proposta por FROTA (2007)
e MARQUES (2013). Posteriormente o isolado proteico foi liofilizado, homogeneizado e entéo,
pronto para a utilizacdo nos experimentos. O fluxograma deste procedimento se encontra na
Figura 4.

Para caracterizacdo da farinha do feijao caupi integral, desengordurado e isolado proteico
foram realizadas anélises de composigdo centesimal: umidade, cinzas, proteina (fator de conversao
de 6,25) e lipideos (AOAC, 2010). O teor de carboidratos foi calculado por diferenga. Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.



Figura 4 — Fluxograma do isolamento proteico da farinha de feijdo caupi.
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4.2. EXPERIMENTO IN VITRO

O esquema geral do Experimento in vitro € mostrado na Figura 5, a seguir.

Figura 5 — Esquema geral do Experimento in vitro.
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Fonte: Autoria prépria.

4.2.1. HIDROLISE

Foi realizada hidrdlise do isolado proteico do feijdo caupi, baseada no método sugerido por
MINEKUS et al. (2014). 2,5 g de isolado proteico foram pesados e adicionados de 7,5 mL de NaCl
30 mM, ajustando-se ao pH 3,0. Em seguida acrescentou-se pepsina 1: 270 mg proteina (P7012,
Sigma), sendo a mistura levada ao banho por 2 horas a 37 °C, com agitacdo. Apos este tempo o pH
foi ajustado para 7,0 e adicionou-se pancreatina 1:125 mg proteina (P7545, Sigma; atividade
equivalente 8x U.S.P.), sendo a mistura levada ao banho por mais 2 horas a 37 °C, com agitacéo.
Em seguida os tubos foram deixados por 20 min a 80 °C para inativa¢do da enzima.

As amostras foram centrifugadas a 10000 g/15 min/15 °C. O sobrenadante foi coletado e
filtrado a 3 kDa (Centricon YM 3 3,000 MWCO; 7500 g/ 40 min/10 °C), seguindo para a

liofilizag&o.
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4.2.2. CAPACIDADE DE LIGACAO A ALBUMINA

A andlise de ligacdo do hidrolisado com a albumina foi baseada no método descrito por
KOLY et al. (2015).

Utilizou-se a albumina de soro bovino (BSA) (A9647, Sigma), sendo a solucdo de BSA
preparada em tampdo de NaHPOs e KH2PO4, pH7,40, na concentragdo de
1,32 mg BSA/mL tampéo.

O hidrolisado liofilizado foi pesado em diferentes tubos, adicionados de 2,5 mL de solucéo
de albumina, para obtencdo das seguintes concentrac@es: 1,75; 3,5; 7,0; 10,5; 14,0 e 17 mg de
hidrolisado/mL solugéo de albumina. Para cada uma dessas concentragdes foi preparada solucéo
controle contendo o hidrolisado e o tampdo fosfato. O branco foi composto somente por solugéo
de albumina.

200 uL de cada concentragdo, em triplicata, foram pipetados em placa e levados ao leitor
de placas Spectra Max MS, Molecular Devices, Programa SoftMaxPro5.41, para leitura nos
comprimentos de onda de excitacdo de 280 e 293 nm, nas temperaturas de 25 e 35 °C, emissdo de
320 a 500, set 5 nm.

4.2.3. PEPTIDEOS

O hidrolisado liofilizado foi dissolvido em acido férmico 0,5% e depositado em placas de
96 poc¢os em injetor automatico SIL-20A para analise em espectrdmetro de massas LC/MS
equipado com ionizador ESI e analisador de massas IT-TOF (Shimadzu, Jap&o).

Os peptideos foram separados em coluna Discovery C18 1.5 (2 x 50 mm) usando como
fase mével 0,5% acido formico (A) e acetonitrila 90% contendo 0,5% de acido formico (B) em um
gradiente linear de B para A de 0 a 100% durante 15 min, sob fluxo constante de 0,2 mL.min—1.

Apoés confirmagdo dos estados de carga, foi realizado o sequenciamento de novo de
peptideos, onde o ion de interesse foi selecionado em uma janela de massa de 0,5 m/z e
fragmentado. Os espectros foram obtidos na faixa de 100 a 3000 m/z. As amostras foram analisadas
preferencialmente em modo positivo a um fluxo de 50 puL/min.

A aquisicao dos dados se deu pelo software LCMS Solution Suite (Shimadzu). O espectro
gerado foi analisado pelo software Peaks Mass Spectrometry (BioinformaticsSolutions Inc.,
Canada), esse software foi usado para o sequenciamento de novo. A sequéncia peptidica gerada foi

comparada com um espectro tedrico, obtido pelo Protein Prospector.
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4.3. EXPERIMENTO IN VIVO 1

O esquema geral do Experimento in vivo 1 se encontra na Figura 6, a seguir.

Figura 6 — Esquema geral do Experimento in vivo 1.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 13 ratos machos da linhagem Wistar (Rattusnorvegiccus, variedade
albinus, rodetia, mammalia), com 21 dias de idade (recém desmamados), provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da USP.

A partir do periodo de adaptacao de sete dias, os animais foram distribuidos por amostragem

casual sistematica, conforme discriminado no Quadro 1, em: basal (n=1), referente ao tempo
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pré dose (tempo zero); trés grupos “isolado” (n=9), nas concentra¢des de 250, 375 e 500 mg de

isolado/Kg peso do animal e um grupo controle (n=3), considerando os tempos de sacrificio em

25, 60 e 120 minutos apds gavagem.

Quadro 1 — Distribuicdo dos animais, segundo grupos. Experimento in vivo 1.

Animal Tempo (min) Sigla

Basal - BB
Isolado 250 mg/Kg 20 B lal
60 B la2

120 B la3
Isolado 375 mg/Kg 20 B Ibl
60 B 1b2
120 B 1b3

Isolado 500 mg/Kg 20 Blcl
60 B Ic2

120 B Ic3

Controle 20 B Ca
60 B Cb

120 B Cc

Fonte: Autoria prépria.

4.3.2. DIETA

Durante o periodo de sete dias de adaptacdo, os animais receberam racdo comercial

NUVILAC CRI (Nuvital Nutrientes AS, Colombo-PR) e dgua ad libitum.

Apos este periodo eles foram submetidos a jejum de 8 horas. A partir de entdo receberam

um total de 1,5 mL por gavagem, sendo que aos grupos “isolado” foi administrado o isolado

proteico dissolvido em solucéo salina 0,9 % e aos grupos controle, somente solucdo salina.

4.3.3. COLETA E ANALISE DE MATERIAL BIOLOGICO

A coleta de material biologico e o sacrificio dos animais foram realizados no 8° dia do

experimento.

Apds jejum de 8 horas os animais foram submetidos a gavagem e, de acordo com 0s tempos

pré determinados conforme o Quadri 1, foram anestesiados via intraperitoneal com cloridrato de

xilasina (Rompun, Bayer®) — 1 mg/kg de peso (pré anestésico) e cloridrato de ketamina (Ketalar,

Pfizer®) — 10 mg/kg de peso (anestésico geral).
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O sangue foi coletado por pungdo cardiaca e armazenado em tubos BD Vacutainer®
distintos para a obtencdo do soro (tubo amarelo, BD SST Il Advancer) e do plasma (tubo lilés, K>
EDTA) apds centrifugacdo por 10 minutos a 1200 g, sob temperatura ambiente. A centrifugacao
ocorreu até a primeira hora ap6s coleta, em centrifuga.

Dando seguimento os materiais resultantes do sangue foram submetidos a filtracdo e a
purificacdo conforme descrito nos itens 4.3.3.1. e 4.3.3.2., respectivamente.

4.3.3.1. FILTRACAO

Aliguotas do material de interesse foram acondicionadas em filtro (Centricon YM 3 3,000
MWCQO), previamente preparado segundo recomendacdo do fabricante, e levados para
centrifugacdo a 7.500 x g por 20 min (centrifuga Sigma 3 18 K), para obter os peptideos contidos

na fracdo menor que 3 kDa.

4.3.3.2. PURIFICACAO

O material resultante da filtragdo foi submetido ao método de purificacdo SEP PAK C18,
segundo recomendacGes do fabricante. Apds anexar uma seringa a coluna Sep Pak, a amostra
contendo os peptideos foi passada, depois foi feita lavagem com 10 mL da solugcdo A (98 % de
agua miliQ; 2 % CH3CN e 0,1 % acido férmico). A seguir a amostra foi eluida com duas vezes de
1 mL de solucgéo B (65 % CH3CN; 35 % agua miliQ e 0,1 % acido férmico), gerando a amostra

purificada, que foi coletada em tubo de 2 mL e liofilizadas.

4.3.3.3. PEPTIDEOS

As amostras liofilizadas foram dissolvidas em acido formico 0,5% e o procedimento foi
seguido como descrito no item 4.2.3.
Das fragBes obtidas foram excluidas aquelas iguais entre animais intervencao versus

controles e basais; e aquelas encontrados somente em controles e basais.

4.4. EXPERIMENTO IN VIVO 2

Na Figura 7 a seguir € mostrado o esquema geral do Experimento in vivo 2.
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Figura 7 — Esquema geral do Experimento in vivo 2.
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Fonte: Autoria propria.

4.4.1. ANIMAIS

Foram utilizados 32 hamsters, linhagem Golden Syrian, com 21 dias de idade (recém
desmamados) e padrdo sanitario convencional, provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina da USP.

Optou-se em utilizar esta espécie por ser um roedor pequeno, sensivel a dietas
suplementadas com colesterol e ricas em gorduras (DORFMAN, 2005), muito empregado em
estudos que avaliam o efeito de drogas e dietas no metabolismo lipidico e aterosclerose. O perfil
de lipoproteinas do hamster assemelha-se mais com o dos humanos do que outros roedores, pois

apresentam na circulacdo a proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP),
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caracteristica que ndo esta presente em ratos e camundongos selvagens (NISTOR et al., 1987;
LOCK et al., 2005).

Além disso, nos hamsters aproximadamente 50 % do colesterol plasmatico é transportado
nas particulas LDL-c. Estes animais também regulam a secrecéo de acidos biliares e sintetizam
colesterol hepético e &cidos biliares de maneira similar aos humanos (BRAVO et al., 1994;
ZHANG et al., 2009).

A partir do periodo de adaptacao de sete dias, os animais foram distribuidos por amostragem

casual sistematica, em 3 grupos de, a priore, oito animais cada, segundo Quadro 2 a seguir.

Quadro 2 — Discriminagdo dos grupos de animais, segundo tipo de dieta administrada.

Experimento in vivo 2.

Grupo Sigla Descricdo do grupo
Consumidor da dieta normo contendo caseina. Usado
Controle Normo N como controle  quanto a inducao de

hipercolesterolemia.

Consumidor da dieta hipercolesterolemizante contendo
Controle Hiper H caseina. Usado como controle de dieta rica em
colesterol e acidos graxos saturados.

Consumidor da dieta hipercolesterolemizante contendo
isolado proteico de feijao caupi.

Intervencao Hiper I

Fonte: Autoria propria.

Um dos animais do grupo N morreu durante o experimento, sendo a causa ndo identificada.

Desta forma esse grupo passou a ser composto por 7 animais.

442 DIETA

Os animais passaram por um periodo de sete dias de adaptacdo durante o qual receberam
ragdo comercial NUVILAC CRI (Nuvital Nutrientes AS, Colombo-PR) e agua ad libitum.

Apos este periodo os animais receberam dieta especifica de acordo com o grupo, por 21
dias, considerando a técnica pair feeding, assegurando equiparar a ingestao entre os grupos, a fim
de excluir efeitos por diferencas de ingestdo calérica (CASTER e ARMSTRONG, 1956).

A formulacdo das racdes estd descrita no Quadro 3 e foi baseada nas recomendagdes
nutricionais do National Research Council (1995), conforme exposto na Tabela 1, e acrescidas de

mistura de minerais e vitaminas adequada ao crescimento de hamsters, de acordo com as
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recomendag0es para roedores em fase de crescimento da American Institute of Nutrition, AIN-93G
(REEVES et al., 1993).

Tabela 1 — Necessidades nutricionais de hamsters em fase de crescimento (animal com 35
a1309).

Componentes da dieta Quantidade (g/100 g)
Fibras 5al5
Carboidratos 65

Lipidios 4220
Proteinas 18a 24

Fonte: National Research Council (1995).

As racOes foram fabricadas por encomenda, com ingredientes purificados. Elas foram
peletizadas e embaladas pela empresa Prag Solucdes Biociéncias, Jal-SP e armazenadas em
refrigerador (4 a 7 °C) para conservagao.

Segundo protocolo de preparacdo, os ingredientes foram pesados individualmente e
misturados a seco. A seguir, &gua foi adicionada para homogeneizacdo e formacdo da massa,
colocada em um extrusor para adquirir a forma de pellets, os quais foram secos a 50 °C por
20 horas. O processo de peletizacdo € necessario para obtencdo da textura adequada das racdes aos
habitos dos roedores.

Ao término deste processo os pellets foram resfriados, embalados em sacos de polietileno
a vacuo, rotulados, envoltos em plastico de polietileno escuro (para evitar a oxidacdo dos
ingredientes) e acondicionados sob refrigeracdo até 0 momento do transporte.

A caseina foi usada como fonte proteica das ra¢fes controle. O isolado proteico do feijdo
caupi, previamente produzido em escala laboratorial, foi fornecido para a producéo da ragdo do
grupo intervencao (I/Isolado).

Para avaliar o efeito do consumo da proteina de feijdo caupi em animais com moderado
aumento da colesterolemia foi adicionado 0,1 % de colesterol e 13,5 % de 06leo de coco as ragoes.
Esta composicéo e quantidade de lipideos mostrou ser capaz de induzir hipercolesterolemia nos
hamsters em estudos prévios (FROTA, 2007; DIAS, 2012; ZHANG et al., 2009).

O perfil de aminoacidos foi dosado com o objetivo principal de avaliar a existéncia de
aminoacidos limitantes. As analises foram realizadas pelo laboratorio CBO Analises,

Campinas-SP.
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Quadro 3 — Formulagéo planejada das dietas administradas, segundo grupo de animais.

Experimento in vivo 2.

c DIETAS
omponentes (g) N | H
Isolado Proteico Feijéo ? - 291 -
Caseina® 287,00 - 287,00
L-cistina 2,50 - 2,50
Amido de milho 365,50 361,60 365,50
Gordura coco - 135,00 135,00
Oleo soja 147,00 11,00 11,00
Colesterol - 1,00 1,00
Bitartarato colina 3,00 3,00 3,00
Mistura vitaminas 10,00 10,00 10,00
Mistura minerais 35,00 35,00 35,00
Celulose 100,00 100,00 100,00
Sacarose 50,00 50,00 50,00
Fosforo (KH2PO4) - 2,4 -
Peso final 1000 1000 1000
Composicao
CHO g 546,21 545,36 546,21
% 54,6 54,5 54,6
LIP g 147,00 147,00 147,00
% 14,7 14,7 14,7
PTN g 239,56 239,78 239,56
% 24,0 24,0 24,0
FIBRAS g 100,00 100,00 100,00
% 10,0 10,0 10,0

Considerando: 82,4 %; * 82,6 % de proteina em base Umida.

CHO: carboidrato; LIP: lipideo; PTN: proteina.

Os resultados obtidos se encontram na Tabela 2 a seguir. Comparando os valores quanto a

recomendacdo da FAO, bem como a outro trabalho realizado com a mesma matéria prima

(FROTA, 2007), se considerou desnecessaria a adi¢cdo de aminoacidos na dieta isolado.

Sendo o fosforo um nutriente importante no processo de expressao proteica, 0 mesmo foi

guantificado no isolado proteico e na caseina, obtendo-se os valores de 0,8 e 1,81 %

respectivamente. Os valores foram ajustados na composic¢éo da ragéo.



Tabela 2 — Perfil de aminoé&cidos do isolado proteico do feijao caupi.
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Recomendacao %
AA v FAO (1995) Frota (2007)
Acido Aspartico 11,62 -
Acido Glutamico 17,69 -
Serina 5,63 -
Glicina 4,32 3,1
Histidina 3,29 1,9 3,0
Taurina 0,00 -
Arginina 7,44 - 6,8
Treonina 3,30 3,4 3,7
Alanina 513 -
Prolina 5,27 -
Valina 4,18 3,5 6,0
Metionina 1,29 11
Cistina 1,69 ) 0,4
Soma Met+Cist 2,99 2,5 15
Isoleucina 4,00 2,8 4,3
Leucina 8,63 6,6 8,1
Tirosina 3,39 2,0
Fenilalanina 6,04 5,4
Soma Tir+Fen 9,42 6,3
Lisina 7,09 5,8 6,7
Triptofano 0,89 1,1 1,0

4.4.2.1. Composicao Centesimal

Os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipideos foram determinados de acordo com

métodos da AOAC (2010).

O teor de colesterol foi determinado de acordo com a metodologia proposta por

CSALLANY et al. (1989) e TERPSTRA et al. (1998).

O perfil de acidos graxos das dietas foi avaliado segundo descrito a seguir.

Os acidos graxos foram determinados como ésteres metilicos de acidos graxos através de

cromatografia gasosa. A extracdo dos lipideos foi feita por através de técnica de coluna seca
(MARMER e MAXWELL, 1981). A formag&o de ésteres metilicos seguiu 0 método sugerido por

HARTAM e LAGO (1973).

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por cromatografia em Cromatografo a gas
Chrompack CP 9002 (Middelburg, Holanda), equipado com coluna capilar CPSil88 for FAME de
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50 metros, tamanho de particula 0,2 um. O forno foi operado com temperatura inicial de 100 °C e
final de 240 °C, com rampa de 5 °C/min. A temperatura da coluna foi de 100 °C, do injetor 270 °C
e detector 300 °C. o gas de arraste utilizado foi o hidrogénio, com fluxo de 1,5 mL/min, razdo de
divisdo 1:70. Foi injetado o volume de 1 uL de amostra.

Os picos dos principais ésteres metilicos de &cidos graxos foram identificados através do
tempo de retengdo comparado com padrdes Sigma (St Louis, USA), para fatty acid methyil esters
misture (189-19), linolenic acid methyl ester cis/trans isomers (L8404) e linolenic acid methyl
ester, isomer mix (L6034).

A anélise foi qualitativa, sendo a proporcéo de cada acido graxo calculada dividindo-se a
area do seu pico pela érea total da corrida.

4.4.3. GANHO DE PESO E CONSUMO ALIMENTAR

Durante o periodo experimental os animais foram pesados em balanca digital semi-analitica
modelo MA-BS 2000 Marconi, duas vezes por semana no mesmo horario, para avaliar o ganho de
peso.

A partir da razdo entre ganho de peso e a quantidade de racdo consumida, foi calculado o
Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) de cada dieta.

A ingestdo das dietas foi determinada diariamente durante os 21 dias de experimento. A
quantidade ingerida foi calculada por meio da diferenca entre a quantidade ofertada e as sobras

deixadas no comedouro.

4.4.4. COLETA E ANALISE DE MATERIAL BIOLOGICO

Excetuando-se as fezes, a coleta de material biol6gico e o sacrificio dos animais foram
realizados no 22° e 23° dias do experimento.

Optou-se por ndo deixar 0s animais em jejum, uma vez que eles possuem a capacidade de
armazenar alimentos em suas bochechas; e que ndo se verificou diferenca no perfil das lipidico de
hamsters submetidos a jejum de 18 horas ou ndo submetidos a jejum em estudo prévio (WEIGAND
e DAGGY, 1991).

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com cloridrato de xilasina (Rompun,
Bayer®) — 10 mg/kg de peso (pré anestésico) e cloridrato de ketamina (Ketalar, Pfizer®) — 100

mg/kg de peso (anestésico geral), seguido de exsanguinag&o.
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Os materiais utilizados para andlises estdo discriminados no Quadro 4, a seguir.

Quadro 4 —Tipo de anélises realizadas, segundo material bioldgico. Experimento in vivo 2.

Material Anélise de

Colesterol total e fracGes, triglicerideos, alanina aminotranferase
Identificacdo de peptideos

Colesterol total

Lipideos totais

Figado HMGCR (atividade enzimatica, expressao)

SREBP2, LDL-cR, ABCA1l, ABCG1, ABCG5, ABCG8, LXRaq,
AMPK (expressao)

Colesterol total

Acidos biliares

Sangue

Fezes

Fonte: Autoria prépria.

O sangue foi coletado por puncio cardiaca e acondicionado em tubos BD Vacutainer®

(Tubo Gel BD SST® Il Advance®) e centrifugado (3000 x g, 15 minutos, 4 °C) até duas horas ap6s
a coleta, sendo o plasma separado para anélises posteriores.

O figado foi removido imediatamente apds o sacrificio. As fracdes hepaticas foram
coletadas, pesadas em balanca analitica (Shimadzu Modelo AX 200) e armazenadas em microtubos
(Eppendorf) em gelo seco. Posteriormente os mesmos foram armazenados em ultrafreezer (- 80 °C)
até as andlises.

Para coleta individual das fezes os ratos foram mantidos em gaiolas adaptadas com dois
fundos, nos ultimos quatro dias de experimento. As fezes foram pesadas diariamente,
acondicionadas em frascos de polietileno e liofilizadas (Operon Modelo FDB-5503, Japdo) por

72 horas. Apds secagem foram pesadas, trituradas e armazenadas a - 20 °C até analises.

4.4.3.1. Sangue

Lipideos Séricos

A anélise de lipideos no soro foi realizada no Laboratério de Lipides (LIM10) da FMUSP.
As determinagdes das concentracdes plasmaticas de colesterol total (CT) e triglicérides
(TG) foram realizadas manualmente pelo método enzimatico-colorimétrico utilizando Kits Labtest

(Labtest Diagndstica — Minas Gerais — Brasil).
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O perfil das lipoproteinas do plasma foi determinado por cromatografia em gel filtragdo
(FPLC) no sistema de cromatografia liquida AKTA Purifier (GE Healthcare Bio-Sciences —
Uppsala — Sweden). 100 pL de plasma foi injetado na coluna Superose 6HR 10/30 (GE Healthcare
17-5172-01) e a eluicdo realizada em fluxo constante de 0,5 mL/min com tampé&o Tris (Tris 10mM,
NaCl 150mM, EDTA 1 mM e NaN3 0,03%, pH 7,0). Foram coletadas fragdes de 0,2 ml em placas
de 96 pocos utilizando o coletor de fragdes. O CT e o TG das fragdes foram dosados por método
enzimatico-colorimétrico utilizando kits Labtest (Labtest Diagndstica — Minas Gerais — Brasil) para

a determinacdo das lipoproteinas VLDL, LDL e HDL.

Peptideos

As amostras de plasma foram submetidas a filtracdo 3 kDa, conforme descrito no item
4.3.3.1. Posteriormente foram liofilizadas, dissolvidas em acido férmico 0,5% e o procedimento
foi seguido como descrito no item 4.2.3.

Das fragBes obtidas foram excluidas aquelas iguais entre animais intervencao versus

controles; e aquelas encontrados somente em controles.

4.4.3.2. Figado

Colesterol total

Para a determinacédo da concentracao hepatica de colesterol foi utilizado o método proposto
por KATSANIDIS e ADDIS (1999), com algumas modificacdes: amostra de 100 mg de figado foi
homogeneizada em solucdo de saponificacdo [hidroxido de potassio na concentracdo de
11 g/100 mL diluido em etanol 55 % (v/v)]. A amostra foi colocada em banho maria por 15 min a
80 °C. Apos resfriamento foi realizada a particdo, sendo a fase organica selecionada para analise.
A quantificacdo do colesterol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
equipamento (HPLC) da marca Shimadzu SCL-10AD, equipado com injetor automatico SIL-20A
HT, controlador CBM 20A, forno de coluna CTO 20A e detector de arranjo de diodos SPD M20A,
com coluna cromatografica Cyano (Phenomenex). A fase modvel foi preparada com n-
hexano/isopropanol (97:3 v/v), com fluxo isocratico de 1 mL/min. O detector usado foi 0 UV, com
leitura no comprimento de onda de 206 nm. A quantificagéo foi realizada utilizando curva de

calibracdo de colesterol padrao da Steraloidsinc-USA. As andlises foram realizadas em triplicata.
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Lipideos Totais

Para a obtencdo do extrato lipidico hepatico foi utilizada a metodologia proposta por
BLIGH e DYER (1959) com adaptacdes.

Amostras de 100 mg de figado foram adicionadas de 500 ul KCI 0,88 % (m/v),
homogeneizadas em desmembrador, adicionadas de 300 pl metanol e homogeneizadas em vortex.
A seguir, o extrato foi filtrado em papel qualitativo e lavado trés vezes com 1000 uL de cloroférmio
para a extracdo total dos lipideos.

A quantidade de lipideos extraidos foi determinada gravimetricamente e a analise foi

realizada em triplicata.

Expressao génica

Para inferir o efeito sobre a sintese, metabolismo e transporte do colesterol, também foi
avaliada a expressdo do RNAmM hepatico dos seguintes genes (cddigos assay): HMGCR
(Hs00168352_m1), SREBP2 (Hs01081784 mi1), LDLR (Hs00181192_ m1), ABCAl
(Hs01059118 m1), ABCG1 (Hs01555189 ml), ABCG5 (Hs00223686_ml), ABCGS8
(Hs00223690_m1), AMPK (Hs01562315_m1) e LXRa (Hs00172885_m1).

Aliguotas da amostra foram obtidas para extracdo do RNA total, utilizando o conjunto de
reagentes RNeasy mini Kit (Qiagen,Germantown, MD, USA) seguindo as indica¢bes do
fornecedor.

O rendimento do RNA total foi avaliado por espectrofotometria no ultravioleta (UV)
utilizando-se o espectrofotdmetro NanoDrop ® (NanoDrop Technologies INC.,Wilmington, DE,
EUA) e o grau de pureza do RNA determinado pela relagdoA 260 nm/A 280 nm. A integridade do
RNA foi avaliada utilizando-se o equipamento bioanalyzer ® 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA).

O cDNA foi gerado a partir de 1 pg de RNA, utilizando-se 200 ng de iniciadores aleatorios
(random primers) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), DTT 10 mmoles/L (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA), dNTPs 500 umoles/L (GE Healthcare, AmershamBiosciences
do Brasil, Sdo Paulo, SP), 200 U de transcriptase reversa (RT) (SuperScriptTM Il RT RNase H-) e
tampdo de RT[Tris-HCI250mM  (pH 8,3), KCI 375mM, MgCl; 15mM]
(InvitrogenCorporation,Carlsbad, CA, EUA). O ensaio de transcricdo reversa foi realizado em
termociclador PTC-200 (MJ Resarch Inc., Walthan, MA, EUA) com as seguintes etapas: 25 °C por
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10 min, 42 °C por 50 min e 70 °C por 15 min. OcDNA obtido foi armazenado a —20°C até a
realizacdo do PCR.

A expressdo do RNAm dos genes foi realizada por reacdo de transcricao reversa seguida de
amplificacdo por PCR em tempo real, por procedimento previamente descrito por GENVIGIR et
al. (2010).

A medida quantitativa da expressdao do RNAm dos genes estudados foi realizada por PCR
em tempo real utilizando o sistema de amplificacdo TagMan®RTPCR (AppliedBiosystems, Foster
City, CA, EUA) empregando-se o equipamento ABIPrism 7500 FAST (AppliedBiosystems, Foster
City, CA, EUA). A analise da expressao génica foi realizada por método de quantificacdo relativa.

Com a finalidade de escolher o gene enddgeno mais adequado para 0 modelo usado no
trabalho atual, varios genes foram testados (B2M, GAPDH, HPRT1 e UBC) e analisados no
programa GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Os iniciadores e as sondas marcadas com
fluoréforo foram fornecidos em solucgao 20 vezes concentrada pelo servigo “Assay by design” e/ou
“Assay on demand” (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA). O gene enddgeno escolhido foi
HPRT1 (Hs02800695_m1).

As analises de quantificacdo relativa da expressdo de RNAmM dos genes estudados foram
realizadas utilizando o método do ACt, com base na formula 224, Previamente, foram calculadas
as eficiéncias de todos os ensaios, sendo considerados adequados valores entre 90 e 110 % (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001).

Atividade HMGCR

A atividade da enzima HMGCR no figado foi medida por meio do Kit CS 1090 da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA) com adaptacdes baseadas no trabalho de CONG et al. (2012).

Fragmentos de cerca de 50 mg de tecido hepatico dos animais foram homogeneizados em
250 pL de tampéo de extragéo, contendo 100 mM de tampéo de fosfato (KH2PO4, Na2HPO4 em
pH 7,5), 200 mM de KCI, 5 mM de EGTA, 5 mM de EDTA, 10 mM de DTT, 1 pug/ml aprotinina
e 0,5 pg/mL-1 de leupepitina (1:3 wt/vol) no gelo, por 45 segundos, em desmembrador (amplitude
45), e centrifugados por 5 min. a 3100 rpm e 4 °C.

Para a analise da atividade da HMGCR foram utilizados 20 pL do sobrenadante. As leituras

foram obtidas a partir de Leitor de Placas da marca Spectramax® M5 da Molecular Devices e 0
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software Softmax® Pro5. A absorbéncia a 340 nm foi monitorizada em intervalos de tempo de 20
segundos, para um tempo total de 25 minutos.

Uma unidade da atividade da HMG-CoA redutase corresponde a conversao de 1 umol de
NADPH a NADP formado por minuto a 37 °C.

A concentracédo de proteina hepatica foi determinada por meio do Kit de Ensaio de Proteinas
BCA Pierce (Thermo Scientific, USA).

Os resultados foram obtidos em triplicata.

4.4.3.3. Fezes

Colesterol

Aliquotas de 50 mg de fezes (previamente liofilizadas, trituradas em moinho IKA —
WERKE Modelo M20 e homogeneizadas) foram submetidas a saponificacdo com 700 pL de
metanol e 220 pL de solucdo de NaOH 5M, em banho-maria a 80 °C, com agitacdo constante,
durante duas horas.

Apos resfriamento, adicionou-se solugdo saturada de NaCl, e o colesterol foi extraido trés
vezes com 700 pL de éter de petréleo (TERPSTRA et al., 1998).

A amostra foi entdo seca e ressuspensa em 1 mL de n-hexano grau HPLC para a separacéo,
identificacdo e quantificacdo do colesterol, que foram realizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) em equipamento da marca Shimadzu Modelo LC-10AD (Shimadzu
Scientific Instruments-Inc-Japan) equipado com injetor automatico SIL-20A HT, controlador
CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A, com coluna
cromatografica Cyano (Phenomenex). O volume de injecdo foi de 20 uL. A fase movel foi
constituida por n-hexano/isopropanol nas concentracdes de 97:3 (v/v), com fluxo isocratico de
1 mL/minuto. O detector utilizado foi o0 UV/VIS com varredura, com leitura no comprimento de
onda de 206 nm.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa empregando-se curva de calibracdo
de colesterol padrdo Sterolids Inc-USA. A identificacao foi realizada pela comparacéo do tempo de
retencdo de cada pico com o do padrdo. O tempo de retencdo foi de 4,8 minutos (CSALLANY et
al., 1989).

A anélise foi realizada em triplicata.
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Acidos Biliares

Os &cidos biliares foram quantificados utilizando o kit comercial enzimético colorimétrico
Total Bile Acids Assay, da marca Diazyme (San Diego, USA).

Aliguotas de 50 mg de fezes foram homogeneizadas com 1 mL de tert-butanol a 50 % (v/v)
e mantidas em banho-maria, com agitacdo, a 37 °C por 20 minutos, para extracdo das fragdes
lipidicas. As amostras foram entdo centrifugadas (10.000 x g por 2 minutos) para obtencdo do
sobrenadante, contendo os &cidos biliares (VAN DER MEER et al., 1985).

Na sequéncia, em microplaca de poliestireno com 96 cavidades (fundo plano, transparente,
Greiner Bio-one GmbH) foram pipetados 135 pL do reagente R1 (Thio-NAD > 0.1 mM, Buffer),
2 UL do sobrenadante (amostra) ou padrdo (contido no kit) ou &gua deionizada (branco), a placa
foi agitada e incubada a 37 °C por 3 minutos (em leitor de placas, modelo SpectraMax M5,
Molecular Devices Inc) e mediu-se a absorbancia do branco a 405 nm. Foram entdo pipetados
45 pL do reagente R2 (3-a-HSD > 2kU/L, NADH > 0.1mM, Buffer) contidos no kit, seguidos de
agitacdo da placa. As amostras e o padrdo foram entdo submetidos as leituras de absorbancia em
leitor de placas a 37 °C a 405 nm nos tempos 60 e 120 minutos.

Na presenca de Tio-NAD, a enzima 3-a hidroxiesteroide desidrogenase converte os acidos
biliares em 3-cetoesterdides e Tio-NADH. A taxa de formacdo de Tio-NADH ¢é determinada pela
mudanga de absorbancia a 405 nm, mensurada entre 0s 60 e 120 segundos de reacéo.

Para o célculo da quantidade de &cidos biliares nas amostras, foi utilizada a equacao
fornecida pelo kit e depois ajustada para grama de fezes secas

A anélise foi realizada em triplicata.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

Para comparar diferenca entre trés grupos independentes foi empregado o teste de Anéalise
de Variancia (ANOVA), seguido do teste de comparagGes multiplas de Tukey, quando detectada
diferenga entre grupos.

As médias foram consideradas diferentes ao nivel de 5 % de significancia.

Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo. Os graficos gerados foram
elaborados no Microsoft Office- Excel 2007 e o pacote estatistico utilizado foi o Statistical Package
for Social Sciente 20.0 (SPSS-IBM).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

A composigdo centesimal da matéria prima empregada neste trabalho é expressa na
Tabela 3 a sequir.

Tabela 3 — Composicdo centesimal (g.100 g*) das farinhas de feijdo caupi: integral,

desengordurado e isolado proteico, em base seca.

Composicao FEIJAO CAUPI
Integral Desengordurado Isolado proteico
Umidade 10,4+ 1,16 9,05 £ 0,06 10,89 + 0,37
Cinzas 1,97 £0,01 1,93+0,01 0,98 + 0,00
Proteinas 22,87+ 0,23 21,83 £0,05 94,41 + 1,46
Lipideos 1,95+ 0,05 0,5+0,02 0,98 + 0,08
Carboidratos totais” 73,21 75,74 3,63

*Qs carboidratos totais foram calculados por diferenca.
Valores expressos em média + desvio padrédo de trés determina¢es da mesma amostra.

O teor proteico do feijdo caupi observado neste trabalho se mostrou consonante a faixa
indicada na literatura, para diversos cultivares desse feijao (valores entre 20 e 26 g/100 g), sendo
gue o mesmo comportamento foi observado para os teores de lipideos (variacdo de 1,2 a 4,8/100 g).

O teor lipidico do feijdo caupi é considerado baixo, assim como o das leguminosas em geral.
Verifica-se variabilidade na composi¢do de acidos graxos, mas predominancia de insaturados.
Dentre os saturados, o palmitico é preponderante (média de 30 %), enquanto o estearico ocorre em
concentracdes mais baixas (média de 4 %). A variabilidade pode ocorrer de acordo com o genotipo,
origem, localizagéo, clima, condi¢cbes ambientais e tipo de solo no qual esta leguminosa cresce
(FROTA, 2007; MARQUES, 2013).

Quanto as cinzas do feijdo caupi observou-se no trabalho atual, valor relativamente menor
ao observado em outros (varia¢do de 2,6 a 3,5/100 g), porém, que ndo é considerado tdo destoante
(MAIA et al., 2000; SALGADO et al., 2005; FROTA, 2007; MARQUES, 2013).

O teor de lipideos observado no feijao caupi desengordurado comprova gque 0 processo de

desengorduramento foi eficiente, com reducdo de 74 % em relagéo ao feijdo integral.
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A observacdo da composicéo centesimal do isolado proteico do feijéo caupi revela que o
processo de isolamento foi eficiente, apresentando 94 % de pureza e pequenas quantidades de
gordura e cinzas. Em trabalhos anteriores realizados nesse grupo de pesquisa, os resultados obtidos
para a pureza foram de 92 % (FROTA, 2007) e de 91,2% (MARQUES, 2013). Para ser
considerado isolado, 0 minimo de teor proteico deve ser de 90 % (UZZAN, 1988).

5.2. METABOLISMO DO COLESTEROL (EXPERIMENTO IN VIVO 2)

5.2.1. CARACTERIZACAO DAS DIETAS, CONSUMO E GANHO DE PESO DOS
ANIMAIS

A composicao centesimal das trés dietas é mostrada na Tabela 4.
A distribuicdo dos macronutrientes foi considerada semelhante entre as trés dietas e refletiu

concordancia com a composicao planejada (exposta no Quadro 2).

Tabela 4 — Composigdo centesimal (g.100 g) das dietas em base seca. Experimento

in vivo 2.
C o DIETAS
omposicao N w I

Umidade 9,08 +0,61 11,03+ 0,21 8,68 + 0,09
Cinzas 1,91 + 0,003 1,91 + 0,003 1,95 + 0,003
Proteinas 26,15 + 0,64 26,46 £ 0,13 27,83+0,21
Lipideos 15,65+ 0,5 14,45 + 0,65 15,22 + 0,36
Carboidratos totais” 56,29 57,18 55,00

Valores expressos em média + desvio padrdo de trés determinacfes da mesma amostra.
Né&o houve diferenga estatistica entre 0s grupos.
* Valor obtido por diferenga.

As principais diferencas na composi¢do de acidos graxos entre as dietas podem ser
observadas na Tabela 5 a seguir. Estas diferencas se ddo pela presenca de 6leo de coco e colesterol
nas dietas hipercolesterolemizantes, comparado a dieta normo, a base de 6leo de soja.

Os acidos graxos saturados presentes nas dietas hiper, como caprilico, caprico, laurico e
miristico, além do palmitico (que aparece nas trés ragdes), sdo associados a alteracBes no
metabolismo do colesterol, como por exemplo, diminuicdo dos LDLR no figado e aumento da
trigliceridemia (LOTTENBERG, 2009).
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Os &cidos graxos dietéticos tém um efeito consideravel nas concentrages plasmaticas de
LDL-c e, portanto, no risco de doenca corondria. Sabe-se que &cidos graxos trans tém efeito
prejudicial sobre os lipideos do plasma, enquanto que os PUFAs da familia n-6 e os MUFASs
diminuem as concentracfes plasmaticas de LDL-c. Entre as acidos graxos saturados, o estearico
parece ter um efeito neutro sobre o LDL-c, enquanto que os acidos laurico, miristico e palmitico
séo hipercolesterolémicos (FERNANDEZ e WEST, 2005).

Tabela 5 — Perfil de acidos graxos (g.100 g*) das dietas. Experimento in vivo 2.

. DIETAS

Acidos graxos N o I
8:0 Caprilico - 10,4 8,5
10:0 Caéprico - 6,0 5,2
12:0 Laurico 0,5 53,7 50,9
14:0 Miristico 0,4 11,8 12,4
16:0 Palmitico 12,9 5,6 7,8
18:0 Estearico 3,5 1,3 -
18:1n9 Oléico 24,6 7,2 9,0
18:2 n6 Linoléico 52,3 3,7 55
18:3n3 Linolénico 5,8 0,3 0,7

A Tabela 6 apresenta os dados de consumo alimentar e peso dos animais. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos para nenhum dos parametros indicados, confirmando a
homogeneidade entre os animais estudados.

A técnica per feeding utilizada assegura que a ingestdo diaria da ragdo seja equivalente, e
desta forma, uma vez que as dietas sdo isocaloricas, a tendéncia é que o ganho de peso seja similar
entre 0s grupos.

Ressalta-se que os valores de digestibilidade verdadeira da proteina do feijdo caupi e da
caseina encontrados por FROTA (2007), a partir da oferta a hamsters, de dietas de composicao
similar as usadas no trabalho atual, foram de 96,8 e 98,8 % respectivamente e ndo refletiram
diferenga estatistica entre si. Esta informacéo exclui a teoria de que efeitos do isolado proteico do
feijdo caupi no metabolismo do colesterol poderiam ser decorrentes da menor digestibilidade
proteica, como acontece quando o gréo integral do feijdo caupi (digestibilidade de 87,2 %) é usado,
em comparacgdo a caseina. O processo de isolamento e suas caracteristicas como desnaturacéo
proteica e eliminacdo de fatores antinutricionais provavelmente sdo os fatores que permitem a

digestéo proteica completa.
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Tabela 6 — Peso inicial e final, ingestdo diaria média e total de dieta, ganho de peso e CEA

(coeficiente de eficiéncia alimentar) dos hamsters. Experimento in vivo 2.

Variaveis GRUPOS
N H [
Peso inicial (g) 90 + 10,64 91+11,16 95,77 £ 13,07
Peso final (g) 115,10 + 10,86 120,74 + 12,44 125,47 + 8,37
Ganho de peso total (g) 24,9+ 13,81 29,83 £ 14,00 29,71+ 10,54
Ingestdo diaria média (g) 9,12+0,48 9,24 + 1,46 9,08 + 0,62
Ingestao (g/kg peso) 0,07 +£0,01 0,08 £0,01 0,07 +£0,01
CEA (%) 15,81 + 8,65 17,51 + 8,15 17,89 + 5,54

Valores expressos em média + desvio padréo de trés determinacfes da mesma amostra.
Né&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos.
CEA= (ganho de peso/consumo total de ra¢éo)*100.

5.2.2. PERFIL DE LIPIDEOS SERICOS

A Figura 8 mostra as diferencas de concentragdes do colesterol total e suas fragdes no
plasma.

Os grupos H e | obtiveram valores similares entre si e apresentaram maiores concentracdes
para CT, VLDL-c e HDL-c quando comparados ao grupo N.

No que se refere ao LDL-c o grupo | apresentou valor superior aos demais.

Figura 8 — Concentracdes séricas de CT, VLDL-c, LDL-c e HDL-c dos hamsters.
Experimento in vivo 2.

Colesterol total e fracoes
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Figura 9 — Distribui¢do do colesterol total sérico dos hamsters. Experimento in vivo 2.
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A partir da Figura 9 pode-se observar as diferencas na distribuicdo das lipoproteinas que
compdem o colesterol total.

Destaca-se que, ao calcular a porcdo HDL-c/CT obteve-se os seguintes valores para 0s
grupos N, H e I respectivamente: 0,54; 0,55 e 0,43, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

As Figuras 10 e 11 revelam os resultados quanto ao perfil de triglicerideos nos hamsters
avaliados.

O valor dos TG séricos totais foi maior nos grupos H e | quando comparados ao grupo N.

Né&o houve diferenca na composi¢do das particulas de triglicerideos.

A razdo TG/HDL-c foi calculada obtendo-se os valores 1,61; 1,59 e 2,35 para 0s grupos N,

H e I, respectivamente.
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Figura 10 — Concentragdo de triglicerideos séricos dos hamsters. Experimento in vivo 2.
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Figura 11 — Composig&o do triglicerideo sérico dos hamsters. Experimento in vivo 2.
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FROTA (2007) comparou trés grupos experimentais de hamsters, com dietas
hipercolesterolémicas a base de caseina, proteina do feijdo caupi integral cozido ou isolado proteico
do feijdo caupi. Foi observada diferenca estatisticamente significante no teor de CT e HDL-c entre
todos 0s grupos, sendo maior no grupo caseina, seguido do isolado e feijdo. A razdo HDL-c/CT e
TG né&o diferiu entre 0s grupos.
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FONTANARI et al. (2012) investigaram a matéria prima tremoco e utilizou 0 mesmo
desenho experimental que a autora citada no paragrafo anterior. Os dados mostraram diferenca
estatistica para CT e colesterol ndo HDL-c, que foram maiores no grupo caseina, quando
comparado aos demais. A fracdo HDL-c foi maior no grupo tremoco integral e para TG houve
diferenca somente entre o grupo tremoco integral versus isolado proteico, sendo maior no primeiro.

DIAS (2012) estudou os feijoes preto e carioca no metabolismo lipidico de hamsters a
partir de dois ensaios, denominados A e B. No ensaio A, a composicao dietética foi de dieta
hipercolesterolemizante (13,5 % gordura de coco + 0,1 % de colesterol - idéntica ao trabalho atual)
+ 20 % de caseina para o grupo controle; dieta hipercolesterolemizante + 15 % de farinha integral
cozida liofilizada de feijdo (carioca ou preto) e complementacédo do teor proteico total (para 20 %)
com caseina (cerca de 215g/kg de dieta). No ensaio B a composicdo dietética foi
hipercolesterolemizante conforme ensaio A + 18 % de caseina para o grupo controle; dieta
hipercolesterolemizante + 60 % de farinha integral cozida liofilizada de feijdo (carioca ou preto) e
complementacéo do teor proteico total (para 18 %) com caseina (cerca de 75 g/kg de dieta) (DIAS,
2012).

Apds 21 dias recebendo as dietas experimentais os animais foram avaliados. No ensaio A
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto aos teores de CT, HDL-c
e TG. Sendo que a fragcdo ndo HDL-c foi maior no grupo feijdo preto em comparag¢do ao grupo
controle. No ensaio B, com maiores concentracfes de farinha integral dos feijdo, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto aos teores de CT e fragdo ndo HDL-
c. Para TG foi encontrado maiores valores no grupo feijao preto em relacdo ao controle (DIAS,
2012).

Assim a autora concluiu que os feijoes ndo foram capazes de proteger contra o efeito
hipercolesterolemizantes da dieta referindo que a diferenca de perfis de aminoacidos entre as
leguminosas pode ser uma das razdes para o resultado apresentado; e/ou que a digestdo proteica
das variedades investigadas ndo tenham promovido a formagdo de peptideos bioativos (DIAS,
2012).

No trabalho de FROTA (2007), citado anteriormente, o grupo feijdo integral foi capaz de
mostrar resultados positivos no metabolismo do colesterol, mas ressalta-se que neste trabalho, foi

induzida hipercolesterolemia nos animais antes de introduzir as dietas testes.
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Estudos evidenciam que, as mudangas na concentracao de colesterol sdo dependentes dos
valores iniciais, no sentido de que, quanto maior o colesterol inicial (VLDL-c ou LDL-c), maior é
a reducdo percebida (ANDERSON, JOHNSTONE e COOK-NEWELL, 1995; WEGGEMANS e
TRAUTWEIN, 2003; DEWELL; HOLLENBECK e HOLLENBECK, 2006).

5.2.3. LIPIDEOS TOTAIS E COLESTEROL NO FIGADO

Na Tabela 7 sdo mostradas variéveis relacionadas ao figado dos animais avaliados.

Verificou-se maior concentragdo de colesterol hepatico nos animais alimentados com dietas
enriquecidas com colesterol e 6leo de coco (H e I) em comparacdo com o grupo N. Entretanto, para
os lipideos hepaticos totais houve maior concentracdo no grupo H em relacdo ao grupo N, sendo
que o grupo | ndo diferiu dos demais.

O peso total do figado, bem como valores de ALT nao revelaram diferenca estatistica entre
0S grupos.

O contetdo de gordura do figado reflete o equilibrio entre varias vias metabdlicas
envolvidas na sintese e eliminacdo de triglicerideos, como a lip6lise no tecido adiposo e a
lipogénese de novo, a esterificacdo de triglicerideos, a oxidacdo de &cidos graxos e a
sintese/secrecdo de lipoproteinas no tecido hepatico (FERRAMOSCA e ZARA, 2014).

O figado rico em colesterol € a marca registrada da hiperlipidemia. Em hamsters 0 consumo
de &cidos graxos saturados e colesterol promove aumento da esterificacdo do colesterol intracelular
fazendo com que os hepatdcitos aumentem de tamanho em até 28 % (OLIVEIRA et al., 2011;
SINGH et al., 2013).

Tabela 7 — Peso do figado, ALT (alanina aminotransferase), lipideos totais e colesterol

hepatico dos hamsters. Experimento in vivo 2.

GRUPOS (X + DP)

Variaveis N 5 I
Colesterol (mg/100mg figado) 0,20% + 0,02 0,28 + 0,03 0,25° + 0,02
Lipideos totais (/100 g figado) 0,812 + 0,39 1,44° + 0,49 1,245+ 0,44
Peso do figado () 2,74+ 0,09 2,77+0,11 2,73+0,22
ALT (UI/L) 122,29 + 152,56 118,13 + 65,20 245,63 + 178,07

Valores expressos em média + desvio padrdo.
Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si.
Onde ndo ha letras, ndo ha diferenca estatistica.
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O colesterol hepético foi igualmente maior nos grupos H e I quando comparado ao N, o que
pode ser justificado pelo maior teor de colesterol na racdo desses dois grupos. Porém, o teor de
lipideos hepaticos totais foi maior no grupo H em comparacdo a N, sendo que | ndo diferiu dos
demais. Esses resultados indicam que a deposicao de gorduras no figado dos animais | esta sendo
menor por outros tipos de gorduras que néo o colesterol, quando comparado ao grupo H.

Como o colesterol ndo é a tnica forma de depdsito de gorduras no figado, se poderia pensar
que o isolado proteico do feijdo caupi limita a deposicao de outros tipos de gorduras hepaticas, que
ndo o colesterol, como por exemplo, na forma de triglicerideos.

DIAS (2012) estudou o efeito dos feijoes carioca e preto no metabolismo lipidico de
hamsters com dieta hipercolesterolemizante, sendo a caseina a fonte proteica do grupo controle.
Neste trabalho néo foi encontrada diferenca entre os grupos feijdes e controle, quanto ao teor de
lipideos totais no figado. Mas no que se refere ao colesterol hepatico verificou-se que o grupo feijao
carioca apresentou maior concentracdo quando comparado aos restantes.

ALT é classificada como uma enzima de escape, que indica lesdo hepatocelular.
Toxicidade, inflamacdo, hipdxia e traumatismo tecidual podem constituir a razéo subjacente a sua
elevacdo (CHAPMAN e HOSTUTLER, 2013).

Outros trabalhos com hamsters mostraram diferencas nas concentragcdes de ALT, no sentido
de que dietas com alto teor de lipideos aumentam sua quantidade ou dietas com a matéria prima
teste (exemplos: extrato de Hibiscus sabdariffa, berberine) séo capazes de diminuir este valor,
indicando protecdo ao tecido hepatico (HUANG et al., 2015) ou sdo capazes de aumenta-lo,
indicando toxicidade (LI et al., 2015).

CHANG et al. (2015) avaliaram o efeito de extrato a base de cacau, café, cha verde e
garcinia em hamsters alimentados com dieta alta em colesterol e, em similaridade a este trabalho,

ndo observaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.

5.2.4. COLESTEROL E ACIDOS BILIARES NAS FEZES

Os teores de colesterol e acidos biliares excretados nas fezes dos animais encontram-se na
Tabela 8.

Os resultados evidenciaram maior concentragcdo de colesterol fecal no grupo | quando
comparado ao grupo N. Entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos | e H.

Para &cidos biliares ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos.
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Em estudos de solubilidade micelar com feijdo caupi, MARQUES et al. (2015a) e
MARQUES et al. (2015b) indicaram que, tanto o hidrolisado proteico como um todo (massa
molecular menor do que 3 kDa a 1 mg mL -1), quanto fracOes especificas, sdo capazes de inibir a
solubilizacdo micelar, passo importante para a absorcédo de peptideos pelas células da mucosa

intestinal atraves de receptores NPC1L1.

Tabela 8 — Colesterol e acidos biliares excretados nas fezes dos hamsters. Experimento

in vivo 2.
L GRUPOS (X £ DP)
Variaveis N m I
Colesterol (mg/100g fezes) 76,3 £ 34,9 93,740+ 36,6 120,0° + 24,3
Acidos biliares (umol/g fezes) 0,63 £ 0,29 0,47 £ 0,22 0,55+0,18

Valores expressos em média + desvio padrao.
Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si.
Onde ndo ha letras, ndo ha diferenca estatistica.

O maior valor de colesterol nas fezes no grupo | comparado ao N, certamente se deve a
maior concentracdo de colesterol na ragédo. No grupo | comparado ao H, observou-se maior valor
para o primeiro grupo, que poderia estar associado a capacidade de peptideos do feijdo caupi em
inibir a solubilizacdo micelar. Entretanto, destaca-se que ndo foi evidenciada diferenca estatistica
entre esses dois grupos.

Outro mecanismo considerado pelo efeito hipocolesterolemizante das leguminosas e
proteinas vegetais € 0 aumento da excrecdo de acidos biliares. Entretanto ndo houve diferenca
estatistica para este parametro entre 0s grupos neste trabalho.

DIAS (2012) observou que dieta com feijdo carioca representou maior excrec¢éo de acidos
biliares, em comparacdo ao grupo de hamsters controle. O feijdo preto teve 0 mesmo resultado
obtido para o grupo controle. Ressalta-se que o resultado positivo observado para o feijdo carioca
pode ser devido ao contetudo fibra do feijdo, que foi usado na forma integral na pesquisa em
questéo.

FROTA et al. (2008) observou maior excre¢do no grupo alimentado com feijao caupi
integral versus o grupo caseina, mas também né&o encontrou diferenca na excregdo de colesterol e
acidos biliares entre os grupos caseina e isolado proteico, em consonancia ao observado no trabalho

atual.
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5.2.5. ATIVIDADE HEPATICA DA HMGCR

O grafico a seguir (Figura 12) mostra os niveis de atividade da HMGCR obtidos para 0s
grupos estudados.
Verificou-se maior atividade no grupo | em relacdo ao N, sendo que o grupo H néo

apresentou diferenca em relacdo aos demais grupos.

Figura 12 — Atividade hepatica da HMGCR em hamsters. Experimento in vivo 2.
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Esse resultado ndo corrobora com o maior teor de colesterol dietético oferecido ao grupo I,
uma vez que, a inibicdo da HMGCR era esperada com a maior oferta de colesterol e desta forma,
sem a necessidade de sua producgéo. Por outro lado, considerando que o grupo | obteve valores
elevados de colesterol plasméatico e hepatico, também se pode dizer que este resultado seria
consequéncia da producdo de colesterol endégeno, via HMGCR, devido a uma inabilidade do
organismo em manter a homeostase do colesterol.

A HMGR catalisa a reacdo que converte a molécula de HMGCoA em mevalonato e
coenzimaA, produzindo NADP. O kit usado permite medir a atividade da HMGR a partir da
oxidacdo do NADPH. A medida que o NADPH é oxidado pela HMGR na presenca de HMG-CoA,
ha diminuicdo da absorvancia a 340 nm, o que implica em atividade da enzima.

O feedback de regulacéo da biossintese de colesterol € um processo fisiolégico que permite

que os seres humanos e outros animais se adaptem as mudancas nos niveis de colesterol dietético
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e mantenham seus niveis de colesterol sérico e tecidual dentro de limites bastante estreitos, sendo
que o esperado é que, em condicdes de excesso de colesterol, a HMGCR seja inibida, limitando-se
assim a producéo de mais colesterol (NESS, 2015).

WU et al. (2013) destacaram que, um aumento na biossintese de colesterol foi encontrado
em pacientes com doenca gordurosa hepética ndo-alcoolica (NAFLD), indicando parecer que, no
contexto da NAFLD, a regulacdo convencional dos esterois sobre a sintese de colesterol hepatico
pode ser disfuncional.

MARQUES et al. (2015) mostraram a inibi¢do da atividade da HMGCR por trés fracbes
peptidicas derivadas do feijdo caupi. Os peptideos presentes em todas as fragdes inibiram
significativamente a atividade da HMGCR, sem diferengas significativas entre essas taxas de
inibicdo (faixa de 47 a 57 %). Pravastatina, um inibidor conhecido utilizado como controle
positivo, exibiu 80 % de inibicao.

Ao investigar mecanismos pelos quais uma dieta rica em gordura causa ativagdo da
HMGCR levando ao aumento da sintese de novo do colesterol em ratos, WU et al. (2013)
demonstraram que, apesar de teor de colesterol 16 vezes maior na dieta hiperlipidica versus a dieta
controle, a sintese de colesterol hepatico manteve-se elevada nos animais do primeiro grupo. Os
autores concluiram que a ativacdo da HMGCR pode ser uma resposta metabdlica ao maior
consumo de &cidos graxos na dieta, considerando que no trabalho em questao, ndo sé o acido graxo
dietético total foi mais elevado em relacdo a dieta de controle, mas também, a quantidade total de

acidos graxos (aproximadamente 1000 vezes).

5.2.6. EXPRESSAO POR PCR

A Figura 13 mostra o resultado referente a expressdo de algumas proteinas envolvidas no
metabolismo do colesterol analisadas.

Para os genes ABCG1, ABCG5 e LDLR néo foram obtidos valores de expressao. Isto se
justifica pelo fato de ndo ter havido resultado satisfatorio na amplificacdo, uma vez que as
sequéncias de assays utilizadas, apesar de compativeis para humanos ou células caco, ndo foram

compativeis para o tecido hepatico de hamsters.
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Figura 13 — Expressdo de genes relacionados com lipideos no figado de hamsters.

Experimento in vivo 2.

PCR, Figado

BN OH SI

ABCA1 ABCGS8 AMPK HMG LXRa SREBP2

Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante.
Onde ndo ha letras ndo houve diferenca.

Os receptores nucleares sdo integradores de sinais hormonais e nutricionais, mediando as
mudancas nas vias metabdlicas dentro do corpo. Eles ativam ou reprimem a expressdo génica por
ligacdo a regibes reguladoras de genes alvo e atuam em conjunto com co-ativadores e
co-repressores. (CALKIN e TONTONOZ, 2013).

LXRo é um receptor nuclear ativado por oxiesterdis considerado como o principal
regulador da expressdo de ABCG5 e ABCG8 (YU et al., 2014). Além disso regula a expressao de
ABCAL1 e de proteinas de transporte de lipideos como a CEPT e LPL, que coordenados por
agonistas de LXR facilitam o transporte reverso do colesterol eficiente, da periferia para o figado.
Outra funcdo importante do LXR é a promocéo da lipogénese de novo - a biossintese de &cidos
graxos (CALKIN e TONTONOZ, 2013). Ademais, ja foi inferido que LXR regula negativamente
a via de LDLR, refletindo mais um mecanismo de regulacéo da captacdo de colesterol (ZELCER
et al., 2009).

LXRa refletiu menor expressdo para o grupo H em comparacdo ao grupo I, sendo que o
grupo N néo diferiu dos demais. N&o foi observada analogia no comportamento de expressao

quanto aos dois genes regulados por este receptor e para 0s quais obteve-se valor comparativo
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(ABCAL e ABCG8). Uma vez que LXRa apresenta multiplas formas de atuacédo, e considerando
0s resultados apresentados no trabalho atual, torna a tarefa de concluir dificil e limitada.

Os transportadores ABCG5 e ABCG8 formam um heterodimero obrigatério que limita a
absorcéo intestinal e contribui para a secrecdo de colesterol e esterdis vegetais dos hepatocitos para
abile (YU et al., 2014).

Neste trabalho somente foi analisada a expressao desses genes no figado, sendo que para
ABCGS5 nao foram obtidos resultados. Entretanto ressalta-se que, uma vez que ABCG5 ou ABCGS8
serve apenas como um semi transportador ndo funcional quando expresso sozinho e que existe a
necessidade de atuacdo de ambos para formar o heterodimero e desta forma obter a funcionalidade
de transporte do esterol (YU et al., 2014), acredita-se que a expressdao de ABCG5 teria 0 mesmo
comportamento observado para ABCGS.

Uma vez que os grupos H e | receberam maior concentracdo de colesterol da dieta,
esperava-se que a expressao desses genes fosse maior nesses dois grupos quando comparados ao
N. Porém, apesar da expressao de ABCGS ter refletido maiores valores no grupo H e I, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos estudados.

ABCA1 medeia a secrecao de colesterol celular livre a um aceitador extracelular, a apoAl,
para formar HDL-c (WANG e SMITH, 2014).

No trabalho atual a expressdo de ABCAL foi maior no grupo | quando comparado aos
demais. Ja o valor de HDL-c para este mesmo grupo, foi similar ao grupo H e ambos foram maiores
que o grupo N.

Uma teoria para este resultado é que pode ter havido importante contribuicdo da ABCA1
intestinal nos animais do grupo H, a ponto de tornar similar os niveis circulantes desta lipoproteina
aos daqueles do grupo I.

O papel de ABCAL na formacao de particulas de HDL-c mostrou que o figado € a fonte
mais importante, com reducdo de aproximadamente 80% de HDL-c plasmético nos animais
knockout. Desta forma, a ABCAL hepaética é critica para manter os niveis circulantes de particulas
de HDL-c por lipidacdo direta de apoAl, retardando o catabolismo de apoAl pelo rim e
prolongando o seu tempo de residéncia no plasma. A delecdo de ABCAL1 intestinal conduz a uma
reducdo de aproximadamente 30% na HDL-c plasmatica, e a delecdo de ABCAL hepética e
intestinal resulta numa diminuicdo de aproximadamente 90 % nos niveis plasmaticos de HDL-c
(TIMMINS et al., 2005; BRUNHAM et al., 2006).
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Via de regra, a ingestdo aumentada de colesterol faz com que sua sintese seja diminuida
por meio da inibicdo da enzima HMGCR, além de promover a reducdo dos LDLR no figado
(NESS, 2015).

Parte dessa informacao pode ser, de certa forma, comprovada pelos resultados observados
neste trabalho. Apesar de ndo terem sido obtidos dados quanto a expressao de LDLR, verifica-se
que a expressdo da HMGCR foi menor nos grupos com dieta hipercolesterolémica (H e I) que no
grupo N. Em outras palavras, a dieta rica em colesterol inibiu a expressdo da HMGCR. Entretanto,
os dados de atividade da HMGCR revelaram maior atividade para o grupo I, comparado ao N,
sendo que H ndo diferiu entre dos restantes.

O SREBP?2 é conhecido por regular a expressao hepaticade HMGCR e LDLR, as principais
proteinas envolvidas no enriquecimento do colesterol no figado (SINGH et al., 2013).

De fato, TOVAR et al. (2005) verificaram que animais com dieta a base de proteina de soja
apresentaram menor contetdo de colesterol e aumento de SREBP2, na expressdao de HMGCR e
LDLR comparado aos ratos que receberam caseina.

No trabalho atual, a expressdo do SREBP2 foi menor no grupo H quando comparada aos
demais. Em comparacao ao grupo N, ha corroboracdo da ideia de que, com altas taxas de colesterol
dietético ha inibicdo do SREBP2 e da HMGCR. Mas o mesmo sentido ndo foi verificado para o
grupo |, para o qual a expressao do SREBP2 foi similar a observada no grupo N.

Foi sugerido que a resisténcia a insulina e citocinas inflamatdrias, tais como fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleucina (IL-6), ativam SREBP2 que induz o aumento da expressao dos
LDLR e da HMGCR. Isto levaria ao aumento da biossintese e da absorcdo de colesterol, que
produziria a supressdo da B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos livres e, a0 mesmo tempo,
efluxo de colesterol; essas situacdes em conjunto levariam ao acimulo hepético de colesterol
gerando a morte hepatocelular e inflamacao hepatica. Esta inflamacdo por sua vez, resultaria na
ativacdo de macrdfagos e neutrdfilos que desencadeariam a libertagcdo de citoquinas e a ativacao
adicional de SERBP2, comprometendo ainda mais a situagdo (KABEL, ELMAABOUD e
ALBARRAQ, 2015).

De fato, apesar da expressdao da HMGCR ter sido menor para o grupo |, a atividade desta
enzima se mostrou maior para este mesmo grupo, bem como a expressao de SREBP2. Entretanto
as taxas de ALT, que seria um indicador de injuria hepatica, ndo mostraram diferencas entre 0s

grupos.
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A AMPK é um regulador central da homeostase energética, que coordena as vias
metabolicas e, assim, balanceia o suprimento de nutrientes com a demanda de energia. Como um
sensor de energia celular, AMPK ¢ ativada em resposta a uma variedade de condi¢des que esgotam
0s niveis de energia celular, tais como a restricdo de nutrientes (especialmente glicose), hipoxia e
exposicao a toxinas que inibem o complexo da cadeia respiratoria mitocondrial (KIM et al., 2016).

Ressalta-se que a AMPK fosforila e inativa a acetil-CoA-carboxilase, que atua na etapa
limitante da sintese de novo de &cidos graxos (HARVEY e FERRIER, 2012).

N&o houve diferenca estatisticamente significante na expressdo do AMPK. Acredita-se que,
considerando a ampla capacidade de atuacdo deste regulador e uma vez que as dietas formuladas
atendiam as recomendacdes energéticas (fato corroborado pelo ganho de peso dos animais ao longo

do experimento), a AMPK ndo sofreu interferéncias em virtude das dietas oferecidas.

5.3. ABSORCAO E IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS

5.3.1. CAPACIDADE DE LIGACAO DA ALBUMINA

A ligacdo as proteinas plasmaticas € um fator muito importante na farmacocinética,
farmacodinamica e interacdo medicamentosa e de outros componentes com compostos e moléculas
corporais (GHUMAN et al., 2005).

Como a albumina é uma proteina transportadora multifuncional em seres humanos,
acredita-se que ela possa ser uma transportadora de peptideos bioativos no plasma, até seu local de
acao.

Essa suposta interacdo, peptideo versus albumina, influenciaria grandemente a absorc¢éo,
distribuicdo e metabolismo, refletindo na biodisponibilidade e toxicidade.

A albumina do soro humano (BSH) é a proteina mais abundante (40 mg/ml) no plasma
sanguineo. Esta proteina é composta por uma Unica cadeia polipeptidica ndo glicosilada contendo
em sua sequéncia 585 residuos de aminoéacidos (66 kDa), a qual se divide em trés dominios (I, Il e
I11), cada um contendo dois subdominios (A e B) (MINGHETTI et al, 1986).

Neste estudo, a albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como uma proteina modelo
devido ao seu baixo custo, disponibilidade e homologia estrutural com albumina de soro humano
(MOREIRA et al., 2015).
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Métodos espectrais sdo uma ferramenta poderosa para revelar a ligacdo de compostos com
albumina a concentragdes baixas. As afinidades de ligacdo podem ser determinadas por extin¢éo
de fluorescéncia, técnica que é usada para monitorizar as intera¢cfes moleculares devido a sua alta
sensibilidade, reprodutibilidade e relativa facilidade de utilizacdo (MOREIRA et al., 2015).

Se BSA é excitada por comprimentos de onda de luz apropriada, todos os seus fluor6foros
(triptofano, tirosina, fenilalanina) podem emitir fluorescéncia.

Quando um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm € utilizado, a fluorescéncia da
albumina provém de residuos de triptofano e tirosina, enquanto que um comprimento de onda de
293 nm excita unicamente o residuo de triptofano.

Esta analise permitiu comparar a fluorescéncia de BSA excitado a 280 e 293 nm na presenca
do hidrolisado proteico do feijdo caupi, para determinar as interacdes deste com os residuos de
BSA.

FO ¢ a intensidade de fluorescéncia de BSA, e F é a intensidade de fluorescéncia de BSA
na presenca do hidrolisado. Essa razdo (F/FO) foi comparada em comprimentos de onda de
excitacdo 280 e 293 nm, a 25 °C e emissdo de 365 nm.

A Figura 14 mostra que a fluorescéncia de BSA na presenca do hidrolisado, excitado a
280 nm é diferente daquela a 293 nm. Esta diferenca indica que tanto residuos de tirosina quanto
de triptofano participaram das interacdes moleculares entre o hidrolisado e BSA.

Figura 14 — Fluorescéncia de BSA excitado a 280 e 293 nm na presenca do hidrolisado

proteico do feijdo caupi. Experimento in vitro.
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A Figura 15 mostra que a fluorescéncia do BSA diminuiu gradualmente com o aumento da
concentracdo de hidrolisado, indicando que houve forte interacdo e transferéncia de energia entre
o0 hidrolisado e BSA em ambos 0s comprimentos de onda de excitacdo de BSA (Xmax BSA = 280
e 293 nm) a 25 °C e a 35 °C. Como resultado, houve extin¢do da fluorescéncia intrinseca da BSA,

mas nenhuma mudanca significativa do comprimento de onda de emissdo méxima foi observada.



Figura 15 — Fluorescéncia de BSA excitado a 280 e 293 nm, a 25 e 35 C°, na presenca do hidrolisado. Experimento in vitro.
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5.3.2. PEPTIDEOS, EXPERIMENTO IN VITRO

Tabela 9 — Fragmentos identificados como possiveis peptideos, a partir da hidrélise do

isolado proteico do feijdo caupi. Experimento in vitro.

Peptideo ALC? MM (Da)®
TLVNSETPGR 30 1073.16
VDVNLVSGCPA 25 1073.22
WLGKSW 21 775.89
MGGALPYGRGGLVENM 21 1621.88

2 Selecionados fragmentos com ALC (average local confidence) maior ou igual a 20 %.
® Massa Molecular. Determinada usando Innovagen’s peptide property calculator.

Ap0s obtencdo das fragdes identificadas a partir da hidrolise foi feita a confrontacdo com
banco de dados. Verificou-se se as mesmas ja haviam sido encontrados no feijdo caupi e para tanto
foi utilizado o Blast, e 0 termo de busca vigna unguiculata (tx 3917).

O Blastp é um programa da familia Blast, que quer dizer basic local alignement sequence
tool, ou ferramenta béasica de alinhamento local de sequéncias, e faz alinhamentos entre sequéncias.

Ao informar a sequéncia de interesse, o programa indica se a mesma ja foi identificada em
banco de dados, baseados em pesquisas e literatura cientifica. Seu acesso pode ser feito por meio
da pagina <https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins>.

As fragdes obtidas da hidrélise ndo obtiveram 100 % de correlacdo para o feijdo caupi. Isso
indica que ndo houve correspondéncia com o0s peptideos ja identificados, mas ndo exclui a
possibilidade de representarem peptideos do feijdo caupi que ainda ndo foram identificados.

As mesmas fracdes foram investigadas quanto a sua possivel atividade biol6gica, de acordo
com o BIOPEP database (disponivel em <http://www.uwn.edu.pl/biochemia), mas ndo foram

encontrados registros.
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5.3.3. PEPTIDEOS, EXPERIMENTO IN VIVO 1 (RATOS)

Tabela 10 — Fragmentos identificados como possiveis peptideos, a partir do soro de animais

apos gavagem com isolado proteico do feijdo caupi. Experimento in vivo 1.

Animal Peptideo ALC? MM (Da)®

c2 EANDLR 39 716.74
c2 EMGSSC 23 612.68
al ESFVVAAGL 23 892.01
al MADMGGPSDL 26 993.12
c3 MADMGPGSDL 21 993.12
al MASLDVKESLA 23 1163.34
al MASLEGRLA 37 947.11
al MCLDVNPT 47 892.06
b3 MDNLAL 47 675.8

b3 RDTSTPS 34 762.77
cl RMCGLPS 27 762.95
cl SDSALAL 33 675.73

2 Selecionados fragmentos com ALC (average local confidence) maior ou igual a 20 %.
® Massa Molecular. Determinada usando Innovagen’s peptide property calculator.

Apo6s obtengdo das fragdes identificadas foi feita a confrontacdo com banco de dados.
Verificou-se se as mesmas ja haviam sido encontrados no feijao caupi e para tanto foi utilizado o
Blast, e 0 termo de busca vigna unguiculata (tx 3917).

Nenhum dos fragmentos obteve 100% correlacdo BLAST para o feijdo caupi. Isso indica
que ndo houve correspondéncia com os peptideos ja identificados, mas ndo exclui a possibilidade
de representarem peptideos do feijdo caupi que ainda ndo possuem identificacdo conhecida.

Para pesquisa quanto a possivel atividade bioldgica, de acordo com o BIOPEP, ndo foram

encontrados registros.

5.3.4. PEPTIDEOS, EXPERIMENTO IN VIVO 2 (HAMSTERS)

Para as analises conduzidas a partir do soro de hamsters foram identificados dois
fragmentos: YYGA e HTLA.
A consulta a0 BLAST com o termo “Blast hamsters (tx 10026)” revelou que 0S mesmos

sdo peptideos enddgenos de hamsters.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando publicacGes anteriores deste mesmo grupo de pesquisa com a mesma matéria
prima empregada neste trabalho, acreditou-se que a proteina do feijdo caupi era efetiva na reducéo
do colesterol.

MARQUES trabalhou com experimentos in vitro e com células caco2 e seus resultados tem
evidenciado capacidade da proteina do feijdo caupi, ou de peptideos derivados desta proteina, em
inibir a solubilizacdo micelar do colesterol e a atividade da HMGCR, bem como atividade
antioxidante (MARQUES, 2013; MARQUES et al., 2015a; 2015b).

FROTA trabalhou com hamsters e humanos e seus resultados evidenciaram capacidade da
proteina do feijdo caupi em atuar positivamente no metabolismo do colesterol de organismos
hipercolesterolémicos (FROTA, 2007; 2011; FROTA et al., 2008; 2015).

Tendo como base principal estas informagdes, 0 objetivo da tese atual foi aprofundar o
conhecimento acerca do mecanismo e da identificacdo de peptideos envolvidos nessa propriedade
hipocolesterolémica.

Para delinear o possivel mecanismo de reducdo de colesterol induzido pela proteina do
feijdo caupi se pretendeu avaliar seu efeito sobre a regulagdo transcricional de diferentes genes
hepaticos envolvidos no metabolismo do colesterol, usando hamsters alimentados com a dieta
normolipidica e hipercolesterolémica.

Entretanto nossos resultados ndo mostraram capacidade de reducdo do colesterol
plasmético, ou nenhum outro efeito protetor marcante da proteina do feijdo caupi, quanto ao
metabolismo do colesterol. Fato que ndo extinguiu, mas diminuiu a estima em se identificar
peptideos bioativos no isolado proteico do feijdo caupi.

Destaca-se que o desenho experimental usado no trabalho com hamsters desenvolvido por
FROTA (2007) caracteriza diferengas quanto ao do trabalho atual, sendo a principal delas o fato
da hipercolesterolemia ter sido induzida antes do inicio da oferta das dietas testes.

ANDERSON et al. (1995) analisaram 38 estudos clinicos controlados e concluiram que a
substituicdo da proteina animal pela da soja reduz os niveis de CT, LDL-c e TG, sendo que esta
reducdo é ainda mais evidente em individuos com maior nivel de colesterol no inicio do estudo.

Diferencas quanto a composicdo de aminoacidos do feijdo também podem ser destacadas,

Mesmo que em pequena Proporgao.
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Esses fatores, somados, poderiam explicar essa distingdo nos resultados encontrados para
ambos os trabalhos.

Mesmo diante dos resultados ndo esperados quanto ao metabolismo do colesterol
verificou-se se os fragmentos encontrados a partir da hidrolise do isolado proteico do feijao caupi
eram encontrados no sangue dos ratos e dos hamsters estudados. Sendo que as analises
evidenciaram alguns ions, mas a interpretacdo ndo pode ser realizada, uma vez que a baixa
qualidade dos espectros ndo permitiu a deducdo da sequéncia.

MARQUES et al. (2015b) identificaram algumas sequéncias a partir de hidrolisado do
feijdo caupi, que possuiam como possivel atividade bioldgica a inibi¢cdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), dentre outras. As sequéncias identificadas nesta pesquisa foram procuradas
no sangue dos animais estudados. Entretanto esta analise também ndo revelou similaridades. Cabe
ressaltar que a metodologia de hidrolise empregada neste trabalho citado possui diferencas em
relacdo a empregada no trabalho atual.

Ademais, ndo foram verificadas similaridades entre os fragmentos encontrados em cada um
dos trés experimentos conduzidos.

Os resultados do trabalho atual ndo evidenciaram efeito positivo da proteina do feijdo caupi
quanto ao metabolismo do colesterol. Porém, trabalhos anteriores mostraram acdo positiva de
peptideos provenientes dessa matéria prima em indicadores de reducédo do colesterol.

A presenga de peptideos bioativos pode contribuir para aumentar a qualidade da proteina
alimentar e adicionar "funcionalidade™ a alimentos consumidos diariamente, mas, de qualquer
forma, o feijdo caupi € considerado um alimento rico em nutrientes e outros compostos favoraveis
ao adequado funcionamento do organismo, como as fibras, que trazem beneficios a satde. Sendo

assim recomenda-se consumi-lo como parte de uma alimentacdo saudavel, variada e equilibrada.
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7. CONCLUSOES

Foram encontrados fragmentos correspondentes a possiveis peptideos identificados a partir
da hidrélise proteica do feijdo caupi, ou a partir do plasma dos animais estudados. Entretanto néo
foram verificados fragmentos similares entre os experimentos. Além disso, 0s mesmos nao foram
encontrados como sequéncias previamente identificadas para o feijdo caupi a partir de banco de
dados.

Apesar de pesquisas anteriores a este trabalho terem evidenciado a capacidade do isolado
proteico do feijdo caupi em inibir a atividade da HMGCR, a solubilizag&do micelar ou melhorar o
perfil de lipideos plasmaéticos, no trabalho atual esta matéria prima ndo mostrou atuagéo positiva

guanto ao metabolismo do colesterol de hamsters nas condi¢des experimentais utilizadas.
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