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RESUMO

Mendonga S. Efeito hipocolesterolemizante da proteina do amaranto
(Amaranthus cruentus L. BRS-Alegria) em hamsters. Sao Paulo; 2006. (Tese de

Doutorado — Faculdade de Satude Publica da Universidade de Sao Paulo).

Objetivo. Amaranto ¢ considerado um alimento funcional devido as suas
propriedades de redugdo de colesterol plasmatico. Um possivel componente do
amaranto responsavel por este efeito ¢ a proteina. Métodos. Neste estudo, foi
produzido isolado protéico de amaranto através da solubilizacdo da proteina em pH
11 e precipitacdo em pH 5,7, obtendo-se o isolado com pureza de 96% de proteina.
Este isolado protéico foi utilizado como fonte de proteinas em dietas experimentais
para hamsters que tiveram hipercolesterolemia induzida, previamente, por dieta
contendo 30% de caseina e 0,05% de colesterol, durante 3 semanas. Os animais
foram, entdo, distribuidos em trés grupos (n=11 animais/grupo) e foram alimentados
com dietas contendo: (A) 20% caseina (controle), (B) 20% proteina de amaranto
purificada (grupo substituicdo) e (C) 20% caseina + 10% proteina de amaranto
purificada (grupo suplementagdo). Resultados. Comparando-se com a dieta controle,
o grupo da suplementagdo e o da substituicdo tiveram dramaticas redugdes do nivel
de colesterol plasmatico, 30% (p<0,05) e 51% (p<0,05) respectivamente, enquanto o
controle apresentou reducdo de apenas 7% apos os 28 dias de dieta. Ja na primeira
semana este comportamento de reducdo para as duas dietas contendo amaranto foi
percebido, e a reducdo foi mais marcante na fragcdo LDL. Os mecanismos envolvidos
na reducdo do colesterol plasmatico foram investigados. A digestibilidade verdadeira
da proteina do amaranto foi igual a da caseina. A excrecdo de acidos biliares foi
inversamente proporcional a redugdo do colesterol plasmatico nas diferentes dietas,
enquanto que o colesterol excretado foi proporcional a redug¢do do colesterol.
Quando aminodcidos livres simulando o perfil da proteina de amaranto foram
utilizados como unica fonte de nitrogénio da dieta, a reducdo dos niveis de colesterol
foi de 11%. A dieta contendo caseina e suplementada com arginina de forma a
resultar numa relagdo lisina/arginina de 0,5 (a mesma observada na proteina de
amaranto), mostrou-se deletéria aos pardmetros plasmaticos. Conclusdes.

Comprovou-se que a proteina de amaranto reduz o colesterol plasmatico. A



digestibilidade e excre¢do de acidos biliares nao estdo relacionados com a reducao do
colesterol provocada pela proteina do amaranto. A relagdo dos aminoacidos
lisina/arginina explica apenas parcialmente o mecanismo e apenas a proteina integra
tem efeito sobre a excre¢ao de colesterol nas fezes. O mecanismo envolvido na
reducdo do colesterol nestes experimentos ainda ndo estd totalmente elucidado,
sugerindo a necessidade de futuros estudos da agdo direta de peptideos formados pela

digestdo incompleta da proteina do amaranto no metabolismo lipidico.

Descritores: proteina, amaranto, colesterol, aminoéacidos.



ABSTRACT

Mendonga S. Cholesterol-lowering effect of amaranth protein (Admaranthus
cruentus L. BRS-Alegria) in hamsters. Sao Paulo (BR); 2006. (PhD Thesis —

Faculdade de Saude Publica, Universidade de Sao Paulo, Brazil).

Objective. Amaranth has been considered a functional food because its consumption
can lower blood cholesterol levels. In the present work the effect of amaranth protein
on this property was investigated in hamsters. A possible component in amaranth
grain that would respond for this effect is the protein fraction. Methods. In this study
the amaranth protein was isolated by its alkaline solubilization at pH 11 and acid
precipitation at pH 5.7. The isolate thus produced was defatted and resulted in a
protein content of about 96%. This product was introduced in experimental diets to
fed hamsters that previously had their blood cholesterol increased by a diet
containing 30% casein and 0.05% cholesterol during 3 weeks Animals were then,
divided in 3 groups (n = 11/group) were fed diets containing (g/100 g diet): (A) 20
casein (control), (B) 20 purified amaranth’s protein (group replacement), (C) 20
casein + 10 purified amaranth’s protein (group supplementation) for 4 wks. Results.
The results showed that when amaranth was the sole protein source (at 20% level) or
it was admixed with casein (20% casein +10% of amaranth protein), the
hypercholesterolemized hamsters had a significant (P < 0.05) reduction in cholesterol
levels (51 and 30%, respectively) as compared 7% reduction of the control group
(20% casein). In the first week of diet the decrease was already observed. The
lowering was mainly in LDL fraction. The mecanisms involved in lowering plasma
cholesterol were investigated. Digestibility of amaranth protein was as high. The bile
acids excretion was inversely proportional to plasma cholesterol lowering, while
cholesterol excretion in feces was directly proportional. When free amino acids
simulating the amaranth protein were used as the only nitrogen source of diet the
cholesterol reduction was about 11%. Casein supplemented with arginine to bring the
lysine/arginine ratio to 0.5, as observed in amaranth protein, was had deleterious
effects to hamsters’ cholesterol levels. The bile acid and cholesterol excretion of this
trial were equal to all groups. Conclusions. Amaranth’s protein reduces plasma

cholesterol. Digestibility and bile acid excretion are not related to



hypocholesterolemic effect of amaranth’s protein. The proportion between
lysine/argine is a partial explanation for this effect, but the presence of whole protein
is necessary for the higher cholesterol excretion in feces. The full understanding of
mechanisms involved in cholesterol reduction in these experiments is not fully
elucidated, suggesting further research on the direct action in lipid metabolism by

peptides originated from the incomplete digestion of amaranth protein.

Descriptors: protein, amaranth, cholesterol, amino acids.
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1. INTRODUCAO

A cultura do Amaranto (Amaranthus cruentus L. variedade BRS-Alegria)
vem sendo introduzida no Brasil por sua 6tima qualidade nutricional (alto teor de
proteina e de melhor valor biolégico que a de cereais) e funcional, além de

caracteristicas agrondmicas de adaptabilidade (SPHEAR et al. 2003).

O Brasil tem percebido o impacto da adog¢do de uma dieta de paises
industrializados e as doengas coronarianas, que sdo altamente correlacionadas com
estilo de vida, tém sido a maior causa de morte no pais (MAGALHAES et al. 2004).
A coexisténcia de desnutricdo e obesidade num mesmo individuo ndo ¢é rara € o

amaranto mostra potencial de aplicagdo em ambas as situagoes.

Algumas investigacdes mais recentes demonstraram que o amaranto,
quando ingerido em quantidade significativa, ¢ um alimento hipocolesterolemizante
(BERGER et al. 2003ab; CHATUVERDI et al. 1993; GRAJETA 1997; PLATE e
AREAS 2002). Estes trabalhos sugerem varias hipdteses para justificar este efeito,
como o perfil de aminoacidos de sua proteina, seu teor de fibras totais e soluveis, e
propor¢ao de acidos graxos insaturados. Outras investigacdes voltam-se para a
possibilidade da presenga de fitoquimicos, substancias biologicamente ativas, como o
tocotriendis e tocoferdis, esqualeno, entre outros (DANZ e LUPTON 1992,
QURESHI et al. 1996). Poucas pesquisas foram feitas em busca da caracterizagao do
componente que exerce maior impacto sobre os niveis séricos de colesterol. PLATE

e AREAS (2002) demonstraram que a fragdo lipidica desempenha um papel menos



importante na redugcdo do colesterol sérico e os componentes do grao livres de
lipideos e demais substancias lipossoluveis eram suficientes para responder pelo

efeito hipocolesterolemizante.

A fracdo protéica ¢ um possivel componente do amaranto responsavel
por este efeito e uma possivel causa ¢ a sua propor¢ao de aminoacidos lisina/arginina
de maneira similar ao observado para a proteina de soja. O mecanismo pelo qual esta
propor¢do produziria o efeito observado ainda na foi elucidado, mas apontam para
algum tipo de reconhecimento por enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal de
mamiferos gerando peptideos com esta acdo biologica. Outro mecanismo ligado a
menor digestibilidade desta proteina de origem vegetal ¢ a geragdo de fracdes que
complexam 4acidos biliares e colesterol, que a faria agir no intestino de maneira

similar a fibra alimentar.

O presente trabalho se propde a investigar o efeito da proteina isolada de
amaranto, livre dos demais componentes potencialmente hipocolesterolemizantes
(lipideos, tocotrienodis e esqualeno), no perfil lipidico de hamsters que tiveram

hipercolesterolemia induzida através da dieta.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Amaranto

O amaranto (Amaranthus sp.) ¢ um pseudocereal da classe das
dicotiledéneas. E uma planta anual, cultivada principalmente na regido dos Andes,
desde a época dos Incas. Atualmente vem sendo cultivado no México, na América
Central e nos territorios andinos da América do Sul (KALINOWSKI 1986;
NATIONAL RESEARCH COUNCIL 1989). No Brasil, ha um projeto da Embrapa
Cerrados para introdugdo do amaranto como cultivo secundario, em regides de

plantio de soja (SPEHAR et al. 1998).

A produgdo agricola do amaranto foi importante desde 8000 a 4000 a.C.,
de acordo com estudos arqueoldgicos conduzidos no Peru, México e Estados Unidos.
A civilizagdo Maia provavelmente foi a primeira a usa-lo como um grao de cultura
extensiva. Também as civilizagcdes Asteca e Inca o utilizavam como um grao de
consumo diario, e tal era a importancia do grao que foi incorporado em cerimonias
religiosas. Antes da colonizagao espanhola, os Astecas chegaram a produzir 15 a 20
toneladas por ano. Devido a associacdo do amaranto com rituais pagaos, os
conquistadores espanhdis proibiram sua produgdo e uso, acdo que explica porque

hoje em dia € tdo pouco consumido (BRESSANI 1989).

O interesse mundial pelo amaranto ¢ muito recente. A partir dos anos 80

surgem as primeiras investigacdes, lideradas pela Academia Nacional de Ciéncias



dos Estados Unidos e, praticamente, se produziu um redescobrimento do cultivo,
justificado, principalmente, por seu valor nutritivo e potencial agrondmico

(MONTERGOS et al. 1998).

Devido a um grande numero de caracteristicas agrondmicas que a fazem
uma planta resistente a condigdes climaticas mais drasticas e a sua alta capacidade de
uso eficiente da 4agua, seu cultivo também se presta como planta forrageira

(BRESSANI 1989).

As espécies mais estudadas e cultivadas sdo: o 4. cruentus (México,
Africa, Caribe, Asia e América do Sul), 4. caudatus (América do Sul), A.
hypochondriacus (India, México e Estados Unidos) e 4. tricolor (China e India)

(BREENE 1991; SAUNDERS e BECKER 1984).

O A. cruentus ¢ cultivado no México como um cultivo secundério na
regido central, onde ¢ utilizado na confeccdo de bolachas chamadas de “alegria”,
feitas com o amaranto estourado como pipoca. Esta espécie é também cultivada no

norte da India, sudeste asiatico e Manchuria (IRVING et al. 1981).

O aproveitamento da planta ¢ integral, sendo que a vantagem nutricional
das folhas é a presenga de carotendides, vitamina C, ferro e proteina de boa
qualidade e a do grao um aporte energético, um bom teor de fibra e sua proteina de

boa qualidade nutricional (BERGANZA et al. 2003).

Quanto ao grdo, seu consumo mais comum ¢ na forma expandida, como

pipoca. Mas também pode ser consumido na forma de extrusado (CHAVEZ-



JAUREGUI e AREAS 2000), cozido, tostado, em flocos (BRESSANI ez al. 1991), e

incorporado em massas e biscoitos (BRENNER e WILLIANS 1995).

Todos estes atributos tém contribuido para crescente interesse em trazer
esta planta para o cultivo comercial (BRESSANI 1989). O A. cruentus BRS-Alegria
originou-se de uma linhagem procedente dos Estados Unidos, adaptada ao solo
brasileiro pela Embrapa Cerrados a partir de 1998. Tem rendimento médio de 2.359

kg por hectare, sendo colhida 90 dias ap6s o plantio (SPEHAR et al. 2003).

2.1.1 Composicio quimica e valor nutritivo

Além de apresentar alto teor de fibras soluveis (4,2g/100g) em
comparagdo com outros cereais como o trigo (2,3g/100g), milho (2,0g/100g) ¢ aveia
(1,9g/100g) (EARLY e EARLY 1987), o amaranto tem valores relativamente
elevados de proteina, de 13,2 a 18,2% (BECKER et al. 1981; GORINSTEIN et al.
2001), e possui alta qualidade protéica devido ao seu teor de aminoécidos essenciais,
principalmente com relagdo a lisina que ¢ um aminoacido limitante em outros graos
(TEUTONICO e KNORR 1985; BRESSANI 1989). Um exemplo da composi¢ao

centesimal do amaranto ¢ apresentado na Tabela 2.1.



Tabela 2.1 - Composicao centesimal do grao de amaranto.

Componentes Porcentagem (%)
Umidade 9,4
Proteinas (N x 6,25) 14,5
Acgucares soluveis 2,7
Amido 64,8
Lipidios 7,2
Fibras 8,4
Cinzas 3.2

Fonte: KALINOWSKI (1982).

2.1.1.1 Proteina

O teor de proteina do amaranto varia de 13,2 a 18,2% (BECKER ef al.
1981) e ¢, em média, superior aos encontrados em cereais como trigo (13,5-14,5%),
milho (10,6-13,8%), cevada (10-14,9%) e aveia (12,4-12,9%) (GORISNTEIN et al.

2001).

E consenso que proteinas de origem animal sio significativamente
superiores as de origem vegetal do ponto de vista nutricional. A diferenca esta na
maior biodisponibilidade daquelas proteinas e no perfil de aminoacidos essenciais
que satisfazem mais eficientemente as necessidades humanas. No entanto, ha
algumas exce¢des, como a soja, milho de alta qualidade protéica, quinoa ¢ amaranto,
que apresentam uma proteina vegetal com qualidades bem proximas da de origem

animal (BRESSANI 1989).



O PER (Protein Efficiency Ratio) ¢ um indice de qualidade da proteina,
calculado pela divisdo do peso ganho pelo animal pela quantidade de proteina
ingerida (DUTRA-DE-OLIVEIRA ¢ MARCHINI 2000). Para o amaranto foram
relatados valores de PER que variam de 1,5 a 2,0 (para um valor de 2,5 para a
caseina) (YANEZ et al. 1994) e, especificamente, para o A. cruentus foi relatado 2,3

(GARCIA et al. 1987).

As principais proteinas de reserva de cereais (trigo, cevada, milho e
sorgo) sdao as prolaminas alcool-soluveis, no entanto a aveia e o arroz tém as
globulinas e glutelinas, respectivamente, como suas principais proteinas de reserva
(GORINSTEIN ef al. 1991). As dicotiledoneas, como a soja, por sua vez, apresentam
como principais proteinas de reserva as globulinas e albuminas (DRZEWIECKI et
al. 2003). O amaranto, assim como soja, apresenta as globulinas como sua principal
forma de proteina de estocagem (GORINSTEIN et al. 2002). A fragdo gliadina do
trigo, uma prolamina, ¢ responsavel pelas reacdes alérgicas relacionadas a doenga
celiaca. Este componente ndo ¢ encontrado no amaranto, o que o faz apropriado para
dietas que devem ser isentas de gliten (NAKAMURA 1987; GORINSTEIN et al.
2002). Fato confirmado por MATUZ et al. (2000) que relataram que o amaranto nao
reage no teste usando anticorpos policlonais anti-gliadina (trigo) produzidos em

coelhos.

A composicdo de aminoacidos da globulina do amaranto ¢ quase a
mesma que a da globulina da soja e da aveia (KONISHI et al. 1985; GORINSTEIN
et al. 1991) e apresentam similar distribui¢do de peso molecular das subunidades de

globulina 118 purificada (MARCONE 1999).



BRESSANI e GARCIA-VELA (1990) avaliando as trés espécies mais
difundidas de amaranto (caudatus, hypochondriacus e cruentus) concluiram que a
fragdo globulina ¢ predominante no grdo, sendo 41% do total, seguida da glutelina
(31%), prolamina (10%) e albumina (8.4%). No entanto, se a ordem de extragdo for
invertida, sendo a dgua o primeiro solvente, ao invés de solug¢ao de cloreto de sodio,
a fragdo albumina passa a ser em média 20% das proteinas, enquanto que a globulina
passa a ser 19%. Como esta metodologia de extragdo permite que uma fracio esteja
contaminando outra, ¢ mais adequado que albumina e globulina sejam representadas
juntas. Assim, a soma da fracdo albumina e globulina, obtidas pelo método de
OSBORNE (1924), mais o nitrogénio ndo protéico no amaranto gira em torno de
50%. Com o emprego de outras metodologias, outros valores podem ser encontrados,
como os descritos por DUARTE-CORREA et al. (1986) que, usando uma complexa
técnica de fracionamento, encontrou a seguinte distribui¢do: 65% de albumina, 17%

de globulina, 11% de prolamina e 7% de glutelina.

Revisando 11 trabalhos que avaliaram o perfil de aminodcidos de
amarantos de diferentes espécies, BRESSANI (1989) relatou que o perfil de
aminoacidos ¢ similar entre as diferentes espécies. Em relagdo a sua qualidade,
quando comparado as recomendag¢des da FAO, o aminoacido mais deficiente ¢ a
leucina, embora esta deficiéncia ndo atinja valores abaixo de 80% (IMERI et al.
1987a) e nao tenha sido comprovada em ensaios biologicos (IMERI et al. 1987b). No
entanto, € rico em lisina, triptofano e aminoacidos sulfurados. Os cereais geralmente
sdo pobres em lisina, sendo que o milho, além disso, é pobre em triptofano, e o arroz

e trigo em treonina. O alto teor de metionina e cisteina do amaranto o faz um bom



complemento para as leguminosas, que tém estes aminoacidos como limitantes

(BRESSANI 1989).

O teor de lisina do amaranto € o dobro do trigo e trés vezes o presente no
milho (ZHLEZNOV et al. 1997). Por outro lado, o teor de proteina e a composi¢ao
de aminoacidos dependem do genotipo e condi¢des de cultivo (GORINSTEIN et al.

2002).

Tabela 2.2 - Composi¢do de aminoacidos do grdo de amaranto (g/100g), soja

(g/100g) e padrao de aminoacidos essenciais de acordo com a FAO/WHO.

Aminoacido Amaranthus Amaranto Amaranthus Proteina de  Padrio
caudatus (1) cruentus (2) hypochondriacus (3)  Soja (3) FAO/WHO ()
Arginina 9,3 10,5 4,3 2,6 --
Lisina 6,5 7,4 2,3 1,7 5,8
Histidina 2,9 4,7 2,6 33 1,9
Isoleucina 4,0 3,1 6,0 7,7 2,8
Leucina 5,9 6,0 10,6 14,0 6,6
Cisteina 3,5 Nd Nd Nd ok
Metionina 3,4 3,0 3,4 0,7 2,5%*
Fenilalanina 4,6 5,3 9,1 19,1 HoEkx
Tirosina 2.8 49 1,2 33 6,3%**
Treonina 3,2 3.9 3,0 3,6 3,4
Triptofano Nd 1,4 Nd Nd 1,1
Valina 4,9 5,4 6,3 7,7 3,5
Glicina 8,1 9,9 16,0 8,5 --

(1) Chavez-Jauregui et al. (2000) e Weigartner (1987); (2) Bressani e Garcia-Vela (1990); (3) Gorinstein et
al. (2001); (4) Recomendagao para Idade Pré-Escolar por FAO/WHO 1991.

**(Met+Cys) ***(Phe+Tyr)

Nd: dado ndo disponivel
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2.1.1.2 Fracdo Lipidica

O teor de 6leo no amaranto fica entre de 1,9 a 8,7%, e varia conforme a
espécie e gendtipo. E um teor elevado se comparado aos cereais, mas ainda bastante
inferior ao das oleaginosas (24-48%) (HE e CORKE 2003). O 4. cruentus tem um
teor relativamente alto de 6leo em relagdo as outras espécies de amaranto, em média

6,7%.

Os acidos graxos presentes em maiores quantidades no amaranto sdo o
palmitico (19%), oléico (26%) e linoléico (47%). O acido graxo essencial linolénico

esta presente na proporcao de 1,4% dos acidos graxos totais (BERGER et a/ 2003a).

Embora o 6leo de amaranto tenha perfil de acidos graxos similar a
maioria dos cereais, o que o difere ¢ seu alto teor de hidrocarboneto altamente

insaturado, o esqualeno (BECKER 1989).

A maioria dos 6leos vegetais contém quantidades muito pequenas de
esqualeno. O o6leo de oliva, um dos que apresenta os maiores niveis, contém
aproximadamente 0,41 a 0,54%. Este composto ¢ encontrado em grande quantidade
em Oleo de figado de animais marinhos, estando presente na concentragdao de 30 a
45% do 6leo. No entanto, seu uso tem sido limitado devido as dificuldades em obté-
lo destas fontes e devido a preocupagdo internacional na preservacdo de espécies

marinhas (HE e CORKE 2003).

O esqualeno ¢ aplicado como lubrificante de instrumentos eletronicos

finos e em cosméticos (BERGANZA et al. 2003). Além disso, tem sido relatado
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como tendo importantes efeitos benéficos na satide, como na diminuig¢ao de risco de
cancer (SMITH 2000) e na redugdo de colesterol sérico (MIETTINEM e

VANHANEN 1994),

O oleo da semente de amaranto contém de 2,4 a 8,0% de esqualeno
(BRUNI ef al. 2001; LEON-CAMACHO et al. 2001), sendo que no A. cruentus o

mesmo corresponde a 0,43% do peso total do grao.

Berger et al. (2003a) relatam que 9,3% da fragao lipidica é composta por
insaponificaveis, sendo que 6,8% correspondem ao esqualeno. Além disso, 2,7% da
gordura sdo compostas por fitoesterdis. As quantidades de tocoferodis e tocotriendis

foram consideradas minimas.

2.1.1.3 Amido

O amido ¢ o componente predominante do amaranto, consistindo de
48 a 62% do grao, e ¢ composto quase que 100% por amilopectina (BECKER et al.
1981; SAUNDERS ¢ BECKER 1984) e esta presente na forma de pequenos granulos
de 1-3 um de diametro, com forma poligonal, estando entre os menores encontrados

na natureza (STONE e LORENZ 1984).
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2.1.1.4 Fibra Alimentar

Entre os alimentos integrais, as leguminosas e os cereais, aveia e cevada,
contém um equilibrio entre fibras soluveis e insoliveis. Os cereais apresentam alto
teor de fibras insoluveis e baixo de soluveis, enquanto as frutas apresentam maior

proporgao de fibras soluveis (HUGHES 1991).

O amaranto ¢é considerado excelente fonte de fibras insolaveis,
compostas principalmente por celulose e lignina, com teores superiores ao

encontrado em cereais (BECKER e SAUNDERS 1984).

CARDOZO e EITENMILLER (1988) citam que o amaranto apresenta
teor de 8,1% de fibra insoluvel e 1,8% de soluvel. FERREIRA (1999) encontrou
5,0% de fibra insoluvel e 3,3 % de fibra soltivel. MARCILIO et al. (2003) avaliando

0 A. cruentus produzido no Brasil relata 4,2% de fibra alimentar.

2.2 Producao de Isolado Protéico

2.2.1 Aspectos Gerais

Na produgdo industrial de isolados protéicos, a proteina ¢ recuperada a

partir da extragdo no material bruto em solvente adequado (usualmente aquoso) com
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a intengdo de concentrar a proteina no produto final. Baseado no tipo de proteina
presente no material, a mesma pode ser extraida melhor em agua (albumina), solucao
salina (globulina), etanol 70-80% (prolamina) ou com solucdo fortemente

alcalina/acida (glutelina).

No entanto, antes da extragdo da proteina, o material que contém alto teor
de oleo deve ser desengordurado. Isto evita a formacdo de emulsdo durante o
processo de extracdo de proteina. Compressao mecanica (SHRESTHA et al. 2002),
assim como uso de solventes como hexano (ABBOTT et al. 1991) e éter de petrdleo
(SATHE et al. 2002) geralmente sdo utilizados para a remogao da gordura. A retirada
de lipideos livres ou fracamente ligados a estrutura protéica, utilizando n-hexano
como solvente organico, provoca pequenos aumentos, cerca de 15%, na quantidade

de proteina que pode ser solubilizada (BACCHI e BATISTUTI 1994).

Outra vantagem do desengorduramento consiste na retirada de certos
componentes indesejaveis. Sementes, geralmente, contém altos teores de fitato,
compostos fendlicos e outros fitoquimicos que podem interferir no isolamento ou nao
serem desejados no produto final (ALUKO 2004). Fitatos podem ser removidos com
solugdo aquosa de metanol (80%), como aplicado na semente de girassol
(GONZALEZ-PEREZ et al. 2002). BLAICHER et al. (1983) produziram um isolado
protéico de colza com baixo teor de fitato, apos extragdo em pH 4,0. O processo de
isolamento protéico consiste na solubilizagdo da proteina em uma solu¢do aquosa
fortemente alcalina, descartando-se o material insolivel na primeira centrifugagdo. O
sobrenadante sofre entdo, um ajuste de pH com solucdo de 4cido cloridrico para um

pH préximo ao ponto isoelétrico das proteinas em questdo. Deixa-se em repouso para
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que as proteinas se agreguem e precipitem e nova centrifugacdo ¢ realizada,
separando-se a maior parte da proteina neste precipitado (ALUKO, 2004). Apos esta
purificagdo, a proteina obtida ¢ referida como concentrado protéico ou isolado
protéico, sendo no minimo 65% e 90%, respectivamente, a concentragdo protéica

(UZZAN 1988).

Uma outra forma de concentrar a proteina presente no extrato apos a
primeira centrifugagdo em meio alcalino (que mantém a proteina no sobrenadante),
seria submeté-la ao processo de ultrafiltragdo (UF), esta técnica tem sido aplicada
com sucesso na fabricagdo de isolado protéico a partir de sementes (DIOSADY et al
1984; HAMADA, 2000; MOURE ef al. 2001; TZENG et al. 1990; XU et al. 2003).
Durante a ultrafiltragdo, a dgua e pequenas moléculas, como glucosinolatos, fitatos e
fenolicos, passam seletivamente através da membrana, enquanto as moléculas
maiores, como as protéicas, permanecem no liquido retido e, apos varias passagens, €
concentrada. Dependendo do tamanho do poro e natureza da membrana empregada,

algumas proteinas podem ser perdidas no filtrado (TZENG et al. 1990).

O processo mais utilizado industrialmente na preparagdo de isolados
protéicos envolve a precipitacdo isoelétrica (ERICKSON 1995; GUEGUEN 1983)
que ¢ utilizado pela industria nacional na produgdo de isolados protéicos de soja
(Bunge Alimentos, Brasil). Durante a precipitagdo, as proteinas soliveis s@o
convertidas em insoluveis pela alteracdo de sua estrutura (caracteristicas de
superficie) ou mudangas no meio (RAPHAEL 1997). Isso leva a uma supersaturagao
da solucdo que, por sua vez, resulta em nucleacdo seguida por agregacdo. Diversos

acidos fortes, como HCIl, H,SO4 e H3PO4 tém sido usados para a precipitagdo
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1soelétrica (BELL et al. 1983). No ponto isoelétrico, a solubilidade ¢ minima porque
as interacdes do tipo dipolo-dipolo e eletrostaticas entre moléculas de proteina
vizinhas aumentam, fazendo com que as moléculas atraiam-se (RAPHAEL, 1997).
Depois da precipitagdo a proteina pode ser recuperada por meio de centrifugacgao,
decantacdo ou filtracdo. Além da mudanga do pH da solucao para o ponto isoelétrico,
proteinas podem ser também precipitadas usando o calor (>45°C), sais neutros
[NaCl, (NH;),SO4, Na;PO4, NaSO, e K,S04], ions metalicos (Ca*", Ba*" e Zn™"

polieletrdlitos e solventes organicos (etanol, acetona e éter) (BELL et al. 1983).

A ultrafiltracdo preserva as propriedades nativas das proteinas em maior
extensao do que a precipitagdo (FUHRMEISTER e MEUSER 2003), porque nao sdo
empregados reagentes quimicos que poderiam resultar na desnaturacdo protéica.
Além disso, a ultrafiltragdo ndo precisa ser seguida por dialise, necessaria para

remover sais e outras substancias utilizadas ou formadas durante a precipitagdo.

Apos a ultrafiltracdo ou precipitagdo a proteina é geralmente seca através

de spray drying ou liofilizagao.

A composicdo da proteina pode ser alterada durante a extragdo e
concentragdo quando comparada a originalmente presente no grao. Isto pode resultar
em um perfil de aminoacidos diferente no produto final, o que, por sua vez, pode
afetar a funcionalidade e qualidade nutricional da proteina recuperada (TZENG et al.

1988).
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2.2.2 Isolamento da Proteina do Amaranto

Usando técnicas de fracionamento anatdmico, assim como moagem
controlada do A. cruentus, BETSCHART et al. (1981) verificaram que 65% da
proteina estdo localizadas no germe e casca, sendo que o endosperma contém apenas
35% da proteina. Esta distribui¢do ¢ o oposto do que ocorre em cereais como milho,
sorgo e arroz, que apresentam mais de 80% da sua proteina localizada no
endosperma. BRESSANI (1989) sugere que esta distribui¢cdo explica o maior teor de

proteina do amaranto e sua maior riqueza em aminoacidos essenciais.
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Figura 2.1. Corte transversal e longitudinal da semente de amaranto. (Fonte:

FAO*).

*1- Referenciado em: <URL: http://www.fao.org/Regional/LAmerica/prior/segalim/prodalim/prodveg/

cdrom/ contenido/libro10/cap03 1 2.htm> [2005 Outubro 30].
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Seria uma estratégia interessante o isolamento do germe para obterem-se
produtos de alto teor protéico. No entanto, devido ao pequeno tamanho da semente
(aproximadamente 1mg/semente) e a forma como o germe se deposita como um anel

envolvendo o endosperma o processamento seria muito dificil (BRESSANI 1989).

Alguns autores ja estudaram este processamento aplicado ao amaranto.
PAREDES-LOPEZ et al. (1988) estabeleceram que o melhor rendimento possivel
para producdo de isolado protéico de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
ocorre quando se emprega pH 11 para extracdo e pH entre 4,5 e 5,0 para
precipitagdo. SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002) sugerem pH 9,2 para extragdo ¢ pH
de 5,7 para a precipitagdo da proteina de amaranto (Amaranthus cruentus) na
producdo de isolado protéico. MARTINEZ ¢ ANON (1996) relatam um o6timo de

extragdo em pH 9,0 e de precipitacdo em pH 5,0.

2.3 Hipercolesterolemia

2.3.1 Caracterizacao

Numerosos estudos experimentais, epidemiologicos, ensaios clinicos ¢
metanalises estabeleceram claramente a associag¢do entre dislipidemia e aumento do
risco de morte. A elevacdo dos niveis plasmaticos de colesterol de baixa densidade

(LDL-C), a reducdo dos niveis de colesterol de alta densidade (HDL-C) e também o
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aumento de triglicérides (TG) sdo fatores de risco para eventos cardiovasculares,
sendo esta a principal causa de morte no mundo (MAGALHAES et al. 2004). O
Brasil acompanha este fendmeno internacional, apresentando estatisticas onde as
principais causas de morte sdo as doencas cardiovasculares, com valores percentuais
em torno de 25%, responsaveis por cerca de 250.000 mortes ao ano (MANSUR et al.

2001, MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Grande parte do colesterol circulante ¢ sintetizada no préprio organismo
a partir de acidos graxos; sendo que aproximadamente 1/3 é proveniente da dieta
(STIPANUK, 2000). O controle da concentracdo sérica do colesterol ocorre
principalmente através da regulacdo da captagdo das LDL’s, que ¢ umas das
principais transportadoras do colesterol enddégeno. O aumento da quantidade de
LDL’s (que pode ser monitorado pela dosagem da sua proteina, a apoB-100), bem
como o aumento da quantidade de colesterol que as mesmas carregam, representam
igualmente um quadro de risco para a génese da aterosclerose (DIETSCHY, 1997).
Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e na progressdo da aterosclerose
continuam incertos. Nos ultimos anos, varias evidéncias experimentais tém mostrado
que a modifica¢do oxidativa da LDL e de outras lipoproteinas é uma etapa crucial na
patogénese da aterosclerose (ESTERBAUER et al., 1992, WITZUM e STEINBERG,

1991,).

Por outro lado, em humanos, altas concentragdes de colesterol em HDL
(lipoproteina de alta densidade) e uma baixa relagio LDL/HDL podem significar

protegdo contra doencas cardiovasculares (CASTELLI et al., 1992).
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No entanto, ¢ preciso atentar para o papel da HDL em cada espécie
animal antes de interpretar resultados relativos a dieta em experimentos animais, uma
vez que em algumas espécies o HDL ndo ¢é responsavel apenas pelo transporte
reverso do colesterol, como em humanos. Ratos transportam mais de 50% do
colesterol circulante nas HDL’s, ja o coelho, de modo mais proximo ao observado
em humanos, transporta apenas 10 a 15% (BRATTSAND 1976 apud PLATE e

AREAS, 2002).

As dislipidemias sdo disturbios metabdlicos que afetam os niveis das
lipoproteinas circulantes. Quando neste quadro estd aumentado o nivel sérico de
colesterol pode-se dizer que o individuo tem uma hipercolesterolemia. As
dislipidemias podem estar associadas a fatores genéticos ou ambientais, como
tabagismo, sedentarismo, dieta incorreta e abuso do alcool. Se for resultante de agdes
medicamentosas ou for conseqiiéncia de alguma doenca de base (diabetes,
insuficiéncia renal, etc.), sdo consideradas dislipidemias secundarias (QUINTAO,

1996).

2.3.2 Papel da Dieta

As mais recentes recomendagdes do National Cholesterol Education
Program (NCEP 2002) sobre as modificacdes da dieta, se tornaram ainda mais

exigentes que as anteriormente adotadas (NCEP 1987); sendo adotada a ingestdo
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diaria maxima de 7% das calorias na forma de acidos graxos saturados
(anteriormente era de 10%) e de menos de 200 mg de colesterol (anteriormente era
de 300 mg). Além disso, passa a recomendar o consumo de fibra alimentar soluvel
(10-25 mg/dia) e de fitoesterdis (2 mg/dia) como agentes redutores de LDL-C,

principal alvo da terapia redutora de riscos cardiovasculares.

Embora o colesterol da dieta ndo represente um fator consideravel do
nivel plasmatico de colesterol, devido aos mecanismos de controle de sua sintese,

varios outros componentes da dieta podem colaborar para o controle desse nivel

(MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998).

Véarios componentes da dieta t€m sido relacionados a um efeito
hipolipemiante (ou especificamente hipocolesterolemizante), como as fibras soltveis
(em especial a B-glucana presente na fibra de aveia), o perfil dos acidos graxos
(mono e poliinsaturados), as vdarias substancias com efeito antioxidante oriundas de

vegetais (isoflavonas da soja, fitoesterois, tocotrienois, alicina, etc.), e proteinas de

origem vegetal (BIDLACK 2000; MAHAN e ESCOTT-STUMP 1998).

A acdo da proteina de vegetais na diminui¢do do colesterol em ratos,
hamsters e coelhos, vem sendo relatada na literatura e, mais recentemente, testes em
humanos substituindo proteina animal por proteina de soja, t€ém alcangado valores
significativos de redu¢do de lipideos plasmaticos. No entanto, 0 mecanismo deste

efeito ¢ ainda controverso.

Diversos trabalhos investigaram os efeitos de diferentes fontes protéicas
no perfil lipidico de animais experimentais. A maioria deles encontrou um efeito

hipocolesterolemizante das proteinas de soja quando comparado com a caseina do
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leite (ANDERSON et al. 1995; AOYAMA et al. 2000; CARROLL e KUROWSKA
1995; MADANI et al. 2000; NAGATA et al. 1982; SARWAR e RATNAYAKE,

2000).

As diferentes fontes de proteina afetam principalmente a quantidade de
lipoproteinas presentes no plasma, mais do que o teor de colesterol total. A proteina
de soja quando comparada a caseina diminui os niveis de LDL e VLDL (Very Low

Density Lipoprotein) (MAHAN e SCOTT-STUMP, 1998).

CAROLL e KUROWSKA (1995); SUGANO, ISHWAK e
NAKASHIMA (1984) e outros autores, atribuem o efeito a seqliéncia de

aminoacidos.

Existem evidéncias que os efeitos hipocolesterolémicos estdo
correlacionados com as diferencas no perfil de aminoacidos entre a proteina de soja e
caseina. As indicacdes sdo de que as propor¢des metionina/glicina e lisina/arginina
sejam determinantes da aterogenicidade e altos niveis de colesterol, respectivamente,
e que maiores concentracdes de arginina e de glicina agem como fatores protetores
(GIROUX et al. 1999; SARWAR ¢ RATNAYAKE 2000;). A auséncia completa de
metionina ndo ¢ benéfica, uma vez que os aminoacidos sulfurados sdo essenciais, e

necessarios para sintese de glutationa (MOUNDRAS et al. 1995).

Estudos em que uma mistura de aminoacidos reproduzia a composi¢ao da
proteina de soja ndo alcangaram os mesmos efeitos nos niveis de colesterol dos
animais, sugerindo que algum outro componente nao-protéico estaria presente nos
isolados de soja parcialmente purificados (HUFF et al. 1977; NAGATA et al. 1982;

TASKER e PORTER 1993). MADANI et al. (2000) prepararam um isolado protéico
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de soja altamente purificado, € ndo obtiveram diminui¢do na colesterolemia total em
ratos, embora algumas alteragdes quanto ao numero de particulas LDL e HDL

tenham sido observadas.

Os beneficios de substancias biologicamente ativas, lipossoluveis, como
os que fitoestrogenos proporcionam ao sistema cardiovascular ja foram bem
estabelecidos. Segundo TERPSTRA et al. (1984) os fitoestrogenos reduzem os
titulos de LDL e a taxa de colesterol sanguineo em animais ¢ em humanos. A soja ¢
naturalmente rica em um grupo de compostos coletivamente chamados de
fitoestrogenos isoflavonicos ou isoflavonas. Métodos tradicionais de produgdo de
isolado de soja resultam em preparagdes protéicas relativamente puras, que contém
baixos teores de isoflavonoides (LUSAS e RIAZ 1995), enquanto que métodos para
producdo de proteina texturizada de soja costumam reter isoflavonoides

(ANDERSON e WOLF 1995).

Portanto, ndo ¢ consenso que a proteina de soja, isenta de outros
componentes fitoquimicos, seja responsavel pelo efeito hipocolesterolemizante

(ANDERSON et al. 1995).

2.3.3 Efeito Hipocolesterolemizante do Amaranto

CHATUVERDI et al (1993) demonstraram que a dieta contendo

amaranto reduziu em mais 50% o colesterol total de ratos em relagdo a dieta controle,
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e levantaram a hipdtese de que esta acdo esteja ligada ao seu perfil de acidos graxos,

rico em insaturados.

Estudos de DANZ ¢ LUPTON (1992) relatam que o amaranto produz
efeito redutor nos niveis de lipideos séricos, embora menos pronunciado do que o da
aveia. Ele apresenta um alto nivel de esqualeno, razao pela qual, segundo os autores,
tem-se pensando que este reduz o nivel de lipideos através da inibi¢ado da HMG-CoA
redutase, enzima presente no figado e que regula a biossintese de colesterol.
QURESHI et al. (1996) também sugeriram a presenga de um potente inibidor da
enzima HMG-CoA redutase no amaranto, além de 8 isdmeros da vitamina E
(enfatizando o desmetil-tocotrienol). LEHMANN (1996) relata que a
hipocolesterolemia estaria associada a algum componente solivel na fragdo lipidica
do amaranto, sugerindo serem os tocotrienois ¢ esqualeno. O esqualeno tem efeitos
variaveis em hamsters (SMITH et al. 2000) e humanos (GYLLING ¢ MIETTINEN
1994; STRANDBERG et al 1990) podendo explicar os efeitos observados do

amaranto.

A hipédtese de que a composi¢ao de acidos graxos do 6leo de amaranto
(rica em insaturados) (CHAVEZ-JAUREGUI et al., 2000) semelhante a do 6leo de
girassol, fosse a principal responsavel pelo efeito hipocolesterolemizante nao foi
confirmada por PLATE ¢ AREAS (2002) ao demonstrarem que o 6leo de amaranto
ndo foi tdo eficiente quanto extrusados de amaranto obtidos a partir de farinha
desengordurada de amaranto, na diminui¢do dos niveis de colesterol total e colesterol

LDL em coelhos. Em um experimento com ratos, foi demonstrado que o amaranto
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integral e o amaranto desengordurado tinham capacidade similar na reducao de

colesterol plasmatico (GRAJETA 1997).

BERGER et al. (2003a) estudando o o6leo e grio de amaranto em
hamsters, relatam que houve diminui¢do do colesterol total e ndo houve diferenca
significativa no teor de LDL-C em ambos os tratamentos, com relagdo ao controle.
Foram considerados como possiveis agentes hipocolesterolemizantes os fitoesterois e
a proteina do amaranto, descartando a possibilidade de que o perfil de acidos graxos,

esqualeno, tocoferdis e tocotriendis serem os constituintes relevantes para este efeito.

OKITA e SUGANO (1981) e WEST et al. (1984) atribuiram o efeito
hipocolesterolemizante da proteina de soja a estrutura terciaria e secundaria da
globulina, ¢ de acordo com MARCONE (1999) o amaranto e a soja apresentam

similaridade de distribuicao de pesos moleculares das subunidades globulinas 118.

Segundo VAHOUNY et al. (1985) ¢ RATNAYAKE, SARWAR e
FARHEY (1997), o efeito hipocolesterolemizante da proteina de soja deve-se a
proporg¢do lisina/arginina, que é 0,9. A proteina de amaranto apresenta propor¢ao

similar, que ¢ de 0,8, e a caseina tem propor¢ao 2,50 (KAYASHITA et al. 1995).

Uma outra possibilidade associada ao efeito hipocolesterolemizante nos
estudos com a proteina de soja ¢ de que esta seja menos digerivel que a caseina. Isto
faria com que a proteina estivesse simulando os efeitos da fibra alimentar, levando a
redugdo da absorcdo de colesterol da dieta e interferindo na reabsor¢do de acidos
biliares que se ligariam as fracdes indigeriveis, sendo eliminados nas fezes.
KAYASHITA et al. (1997) sugeriram que o efeito hipocolesterolemizante da

proteina de trigo era devido a este mecanismo, por observarem um aumento da
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excrecao fecal de esterdis neutros em ratos. O Amaranthus caudatus tem um indice
de digestibilidade protéica que varia entre 76 a 85%, dependendo da variedade
genética estudada, ao passo que a caseina tem uma digestibilidade protéica de 93%
(IMERI et al. 1987). Portanto, uma maior excre¢ao de esterois neutros e sais biliares
nas fezes pela acdo da fragdo indigerivel da proteina € um possivel mecanismo para o

efeito hipocolesterolemizante observada no amaranto.

Como mencionado, ha uma vasta literatura no estudo dos efeitos
funcionais da soja, seja quanto a sua proteina ou quanto aos seus compostos
fitoquimicos. H4 mais de 80 anos esse alimento tem sido testado em animais e nas
ultimas duas décadas tornaram-se mais intensivos os testes em humanos (GRUNDY
et al. 1983; ANDERSON 1J et al. 1995). Estes estudos podem servir de parametro
para a fundamentacdo dos estudos das propriedades funcionais das proteinas do

amaranto.

2.4 Modelos Animais

O proposito de usar modelos animais na pesquisa biomédica reside na
tentativa de correlacionar os fenomenos biologicos entre as espécies. Ou seja,
desejamos examinar sistemas de um animal em determinadas situagdes, e poder

extrapolar as observagdes para uma outra espécie, principalmente para humanos.
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Porém, ¢ preciso reconhecer as limitacdes destas extrapolagdes. O
metabolismo lipidico, por exemplo, apresenta diferencas muito marcantes nas
diferentes espécies. Os humanos carregam a maior parte do colesterol circulante no
plasma na forma de lipoproteinas de baixa densidade ou de muito baixa densidade
(VLDL+LDL) e estas fracdes estdo usualmente presentes em maior quantidade em
individuos hipercolesterolémicos. Por sua vez, a maior parte dos animais carrega o
colesterol plasmatico predominantemente através da proteina de alta densidade
(HDL). Por esta razdo, o rato, por exemplo, ndo ¢ um modelo adequado para estudar

os efeitos da dieta no perfil lipidico (KOWALA et al. 1991).

O coelho ¢ um dos modelos experimentais mais utilizados no estudo da
aterosclerose, pois tem o metabolismo de lipideos bastante semelhante ao do homem
e rapidamente desenvolve hipercolesterolemia por dieta (BROUSSEAU ¢ HOEG
1999; VAHOUNY et al. 1985), sendo adequado para o estudo do impacto da
proteina no metabolismo lipidico. No entanto, ¢ um animal que demanda
quantidades relativamente altas de dieta e espaco, quando comparado a outros

modelos experimentais.

O hamster ¢ um animal que vem sendo bastante utilizado em estudos de
efeito de drogas e dieta no metabolismo de lipideos e aterosclerose, desde a década
de 80 (NISTOR et al. 1987; SPADY et al. 1993). De modo semelhante ao coelho, o
perfil de lipoproteinas do hamster parece-se mais com o dos humanos do que o de
ratos ou camundongos (BRAVO et al. 1994; SUCKLING et al. 1991; WOOLETT et
al. 1989), sendo a LDL a principal carreadora de colesterol plasmatico, com 50% do

colesterol plasmatica transportado por esta fracdo. Além disso, apresentam receptor
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de LDL e a proteina carreadora de ésteres de colesterol e triglicérides, a CETP
(Cholesteryl Ester Transfer Protein). Caracteristicas estas que ndo estdo presentes em

ratos e camundongos convencionais (NISTOR et al. 1987).

Alguns autores (KOWALA et al. 1991; NICOLOSI et al 1998;
TERPSTRA et al 1991) sugerem que a indugdo de hipercolesterolemia em hamster
pode ser feita com adi¢do de quantidades fisiologicas de colesterol a dieta (0,05 a
0,1% colesterol em peso). DORFMAN et al. (2003) relatam que 1% do colesterol
adicionado a dieta de hamsters foi hepatotoxico, interferindo no metabolismo de
lipoproteinas e limitando a relevancia do entendimento da fisiopatologia da
aterosclerose. Além disso, sugerem que a melhor condicdo de indugdo de
hipercolesterolemia seria a adi¢do de 0,1% de colesterol ou 10% de gordura saturada

na dieta.

KOWALA apud ROBINS et al. (1995) afirma que hamsters sao
suscetiveis a hiperlipemia com quantidades relativamente modestas de gordura
saturada e colesterol. Em estudos em hamsters DIETSCHY et al. (1993) afirmam
que para notar os diferentes efeitos do perfil dos acidos graxos nos teores plasmaticos
de LDL-C, ¢ necessaria a presenga de colesterol na dieta. A agdo dos acidos graxos

saturados se dé na inibi¢ao dos receptores de LDL (NICOLOSI et al. 1997).

No entanto, BERGER et al. (2003a) sugerem que o uso de dieta rica em
acidos graxos saturados (14% o6leo de coco) e em colesterol (0,12%) na inducao de
hipercolesterolemia em hamsters, impede a observacao do efeito dos componentes do
amaranto na fracdo LDL, ja que o excesso destes componentes inibe completamente

os receptores de LDL.
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Portanto, o ideal seria induzir a hipercolesterolemia sem empregar teores
tdo altos de colesterol ou acidos graxos, a ponto do efeito da fonte protéica nao
pudesse ser observado. Em alguns trabalhos a hipercolesterolemia foi induzida em
coelhos, usando exclusivamente o excesso de caseina (CARROL et al. 1975; PLATE

e AREAS 2002).

Em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol (0,2%) ha um
aumento mais pronunciado (8,3 mmol/L) da colesterolemia do que quando
alimentados somente com caseina (3,22 mmol/L), e de forma mais rapida 07 dias,
contra 14 ou mais dias com caseina. Nos animais alimentados com caseina o
acimulo de LDL no plasma deve-se a diminui¢do no clearance, ao passo que nos
animais alimentados com altos teores de colesterol esta fragdo ¢ aumentada por
aumento da producdo de lipoproteinas ricas em colesterol, principalmente de [-

VLDL, sem aumento compensatorio da formagao de acidos biliares. Os receptores

ficam saturados e o seu numero fica diminuido (BEYNEN et al. 1983).

Estudos do impacto da fonte de proteina nos niveis plasmaticos de
colesterol tém conclusdes divergentes quanto a necessidade da presenca do colesterol
na dieta. Em humanos a presenga de colesterol na dieta parece acentuar o efeito da
fonte protéica, ao passo que em espécies como ratos, suinos € macacos sem a
presengca de colesterol a diferenca ndo ¢ observada. TERPSTRA et al. (1991)
obtiveram uma diferenca significativa na colesterolemia de hamsters alimentados
com uma dieta contendo 25% de caseina ou proteina de soja, na presenga ou na
auséncia de colesterol, embora a diferenca na colesterolemia dos animais fosse muito

mais acentuada na presenca de colesterol.



29

Em experimentos em que galinhas, outro modelo animal bastante
empregado, foram alimentadas com colesterol, ndo houve diferenca no impacto no
colesterol sérico da fonte protéica. No entanto, quando a hipercolesterolemia foi
induzida por colesterol, o alto teor de proteina, bloqueou o efeito do colesterol na
hipercolesterolemia, independentemente da fonte protéica ser caseina ou proteina de

soja (TERPSTRA et al. 1981).

Em resumo, ndo esta claro que a dieta rica em caseina e isenta de
colesterol, seja capaz de induzir hipercolesterolemia em hamsters da mesma forma
que o faria em coelhos. Por isso, estudos pilotos devem ser realizados com o
emprego de potenciais indutores de hipercolesterolemia, como colesterol, caseina e

acidos graxos saturados.
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3. OBJETIVOS:

3.1.0bjetivo Geral

Estudar o impacto da proteina isolada de amaranto (Amaranthus cruentus L.
variedade BRS-alegria) nos niveis plasmaticos de colesterol de hamsters que tiveram

hipercolesterolemia induzida por dieta.

3.2.0bjetivos Especificos:

3.2.1. Isolar a proteina de amaranto de maneira a obter bom rendimento e, ao
mesmo tempo, nao alterar a propor¢ao entre fracdes protéicas ou aminoacidos

presentes.

3.2.2. Caracterizar a proteina de amaranto, estabelecendo um fator de conversao

nitrogénio-proteina e relacao lisina/arginina para o amaranto produzido no Brasil.
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3.2.3. Testar a capacidade da caseina na elevacao do colesterol sérico na presenca

de pequenas quantidades de colesterol.

3.2.4. Avaliar o impacto da proteina na hipercolesterolemia em hamsters em

funcao de sua digestibilidade e perfil de aminoacidos.

3.2.5. Verificar se a adicdo da proteina de amaranto a dieta ¢ capaz de reduzir o

colesterol mesmo em presenga de caseina.
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

4.1. Matéria-Prima

O amaranto (Amaranthus cruentus L. variedade BRS-alegria) foi obtido
ja beneficiado em margo de 2003, proveniente da Embrapa Cerrados (Planaltina -
DF). Apo6s recebimento foi moido em moinho de martelos (modelo MML-100

Astecma - Brasil), com peneira interna média (1,0 mm de diametro ou tyler 16).

A seguir, a farinha obtida foi desengordurada em bombonas plasticas,
sendo que para cada 7 kg de farinha de amaranto foram utilizados 35 litros de hexano
(grau analitico), segundo recomendacdes de MARTINEZ ¢ ANON (1996). Esta
mistura foi agitada por 4 horas com auxilio de uma haste com hélice acoplada a um
motor (marca Kohlbach, Brasil) com velocidade de 1730 rpm. Ao final deste
periodo, a mistura foi decantada, ¢ o sobrenadante coletado para posterior
recuperagdo. A farinha desengordurada ainda impregnada de solvente que ficou no
fundo da bombona foi vertida em papel de filtro e o solvente residual foi evaporado
em capela, em temperatura ambiente por 24 horas. A seguir, para garantir uma
farinha totalmente livre de hexano, a amostra foi seca em estufa com circulac¢ao de ar
por 24 horas, a temperatura de 40 a 45°C, sendo regularmente revolvida para
secagem homogénea do material. O material foi tamisado em tamis com 0,420mm de
abertura e os materiais retidos foram homogeneizados em gral e, novamente,

submetidos a secagem.



Amaranthus cruentus em grao

Moagem

Farinha de amaranto integral

Agitacao por 4horas com Hexano

Decantagdo por 1 hora

Farinha desengordurada umida

Secagem 24 horas em capela
Secagem 24 horas em estufa com
circulacdo de ar

Tamisagdo

Farinha desengordurada seca

Acondicionamento em sacos de

polietileno selados

Farinha armazenada em geladeira

Figura 4.1. Fluxograma do processamento da matéria-prima.
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A farinha desengordurada seca foi acondicionada em sacos de
polietileno, que foram selados ¢ mantidos em geladeira (temperatura 5 a 10°C) até
sua utilizacdo. O fluxograma desta etapa do processamento esta representado na
Figura 4.1. Foram assim processados, 92 quilos de amaranto, obtendo ao final 80

quilos de farinha desengordurada.

4.2 Teste de Granulometria

Um conjunto de tamises (Tyler 20, 35, 60, 80, 100) foi adaptado ao
equipamento de agitacio ERWEKA AR400 (Apparatebau GmbH, Alemanha). Cem
gramas de farinha foram colocadas no tamis superior da pilha de tamises, que foi
tampado, e a seguir o conjunto foi agitado sob velocidade constante por 20 minutos.
Ao final deste tempo, a quantidade de farinha retida em cada um dos tamises foi

pesada em balanca analitica.
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4.3 Producao do Isolado Protéico de Amaranto

A produgao do isolado protéico de amaranto baseia-se em precipitagdo
isoelétrica da proteina. Alguns autores ja estudaram este processamento aplicado ao
amaranto. PAREDES-LOPEZ et al. (1988) estabeleceram que o melhor rendimento
possivel para producdo de isolado protéico de amaranto (Amaranthus
hypocondriacus) ocorre quando se emprega pH 11 para extracao e pH entre 4,5 ¢ 5,0
para precipitacdo. SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002) sugerem pH 9,2 para extragao
e pH de 5,7 para a precipitacdo da proteina de amaranto (Amaranthus cruentus) na
producdo de isolado protéico. Similarmente MARTINEZ e ANON (1996) relatam

um o6timo de extragdo em pH 9,0 e de precipitacdo em pH 5,0.

No entanto, ainda n3o havia sido padronizada uma técnica de produgio
de isolado protéico de amaranto com o cultivar produzido no Brasil. Alguns testes no
laboratorio serviram para ajustar as condi¢des de extragdo. As condigdes que foram
testadas e se mostraram mais eficiente na extracdo foram: propor¢do amostra:
solvente extrator de 1:10, a agitagdo horizontal por tempo prolongado (overnight).
Além disso, o uso de filtros de papel (Whatmann ntimero 4 ou 11) ndo afetou a
pureza do isolado obtido, portanto a filtracdo da mistura de extragdo foi realizada
com gaze. A eficiéncia da extragdo foi testada através da andlise da matéria seca e
teor de proteina do sobrenadante determinados de acordo com métodos 44-40 e 46-
30 da AACC, respectivamente (AACC 2000). O rendimento da extragao foi expresso
como porcentagem de proteina extraida em relagdo a proteina presente originalmente

na farinha desengordurada.
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As consideracgoes sobre as condi¢des testadas em nosso laboratorio, com
relacdo ao pH de extracdo e precipitacdo estdo relatadas no item 5.2.2.2 com o fim de
obter o produto de maior pureza e rendimento, € os pardmetros de processamento

selecionados e empregados neste trabalho estdo ilustradas na Figura 4.2.

O isolado protéico foi mantido congelado (-20°C) e entdo enviado para
liofilizacdo na unidade Semi-Industrial da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

USP.

O isolado protéico liofilizado foi entdo triturado e desengordurado
novamente. Varios solventes foram testados para determinacdo de qual deles seria
capaz de extrair maior quantidade de fragdo apolar, pois tanto acidos graxos quanto
componentes da fragdo insaponificavel nao sdo desejaveis no isolado, uma vez que se
pretende estudar a acdo da proteina totalmente livre de outros componentes
potencialmente hipocolesterolemizantes. Por isso, éter etilico, alcool etilico e hexano
foram testados na extragdo a quente em Soxhlet para verificagdo de qual extrairia

maior quantidade de fragdo apolar.
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|1 parte amostra : 10 partes de agud

v

|Adicionar NaOH 1IN até atingir pH11|

v

\Agitar por 7 horas a temperatura ambiente|

\Filtrar sobre gazes\

v

Centrifugar 9000g a 10°C por 20 minutos|

\Transferir sobrenadante | |Residuo: descartaﬂ

v

LAjustar pH 5,7 com HCI IM

v

Flocular 1 noite na geladeiral

Centrifugar 9000g a 4°C]

v\>

Precipitado | [Sobrenadante: descartar

Congelar — | Liofilizar

v

Triturar

,

Desengordurar

\ Secar em estufa com

circulagdo de ar

Figura 4.2. Fluxograma da producdo do isolado protéico de amaranto

desengordurado.
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4.4 Caracterizaciao da Matéria-Prima e do Isolado Protéico

4.4.1. Composicao Centesimal

As andlises de umidade, cinzas, extrato etéreo e proteinas da farinha de
amaranto integral e desengordurada, foram realizadas de acordo com metodologia da

AOAC (1990). O teor de carboidratos foi calculado por diferenga.

Para conversdo de nitrogénio em proteina (micro-Kjeldahl) utilizou-se o
fator 5,30 para a farinha de amaranto e 6,12 para isolado protéico de amaranto. Estes
valores foram calculados a partir da soma da massa de aminoacidos (mg) obtidos por
cromatografia de troca idnica dividido pelo teor de nitrogénio (mg) da amostra

(SOSULSKI e IMAFIDON 1990), conforme detalhado no item 5.5 de resultados.

A quantificagdo de extrato etéreo foi realizada em equipamento tipo
Soxhlet (modelo MA 486/3 Marconi; Piracicaba, Brasil), de acordo com

recomendagdes do fabricante, utilizando como extrator o éter etilico.
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4.4.2. Fibra Alimentar

A determinagdo de fibra soluvel e insoluvel foi realizada de acordo com

método enzimo-gravimétrico de PROSKY et al. (1988).

4.4.3. Composicio de Aminoacidos na Farinha e Isolado Protéico de Amaranto

A composicdo de aminoacidos da farinha de amaranto integral foi
determinada por cromatografia de troca idnica e reagao pds-coluna com ninidrina. A
técnica ¢ baseada na hidrolise da proteina (tomada de amostra que contenha o
equivalente a 25 mg de proteina) em meio acido (10 mL de HCI 6N, sob vacuo, a
temperatura de 110°C por 22 horas). Posteriormente, os aminoacidos hidrolisados
sdo recuperados em tampao citrato de pH 2,2 (marca Pickering). Uma aliquota de 25
uL foi injetada no analisador Dionex DX 300 para separa¢do dos aminoacidos em
coluna de troca i6nica e rea¢do pds-coluna com ninidrina. O produto dessa reacao foi
quantificado em um colorimetro e registrado sob a forma de pico. As areas dos picos
obtidos a partir das amostras desconhecidas foram comparadas a de uma mistura
padrdo de aminoacidos, usando-se como referéncia solu¢do padrao de aminoécidos

Pierce (SPACKMAN ef al. 1958).
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Os valores de triptofano foram determinados por espectrofotometria, uma
vez que a analise deste aminoacido s6 ¢ possivel quando a amostra ¢ tratada em meio
alcalino. Empregou-se o método descrito por SPIES (1967), usando-se hidrdlise
enzimatica com pronase a 40°C por 24 horas. A amostra hidrolisada foi submetida a
reagdo colorimétrica com p-dimetilamino benzaldeido (DAB) e posterior leitura em
espectrofotometro a 590nm. A concentragdo de triptofano foi calculada por

comparagdo com uma curva-padrao.

Esta analise foi realizada no Centro de Quimica do ITAL, Instituto de
Tecnologia de Alimentos, Campinas, SP, unico laboratorio do Brasil que prestava
servico de andlise de aminoacidos dentre muitos consultados no ano de 2003.
Cisteina e Metionina tiveram seus dados subestimados, uma vez que o referido
centro de analise, ndo realiza a etapa de oxidagdo com 4cido performico a 0°C por 16
horas, necessaria para que os mesmos nao sejam destruidos pela etapa seguinte de

hidrolise acida.

O isolado protéico desengordurado passou por um tratamento semelhante
e também foi analisado. Além disso, 0 mesmo foi submetido ao laboratério LABTEC
(Campinas, SP) em 2004 que passou a realizar a analise completa do perfil de

aminoacidos (com a etapa de oxidagao).
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4.4.4 Perfil de Acidos Graxos na Farinha de Amaranto e Isolado Protéico

Os 4cidos graxos foram determinados como ésteres metilicos de acidos
graxos através de cromatografia gasosa (CG). A farinha de amaranto teve seus
lipideos extraidos através de técnica de coluna seca (MARMER ¢ MAXWELL,
1981). A formacao de ésteres metilicos de acidos graxos seguiu o método sugerido

por HARTAM e LAGO (1973).

A identificacdo de 4cidos graxos foi realizada em Cromatdgrafo a Géas
Chrompack CP 9002 (Middelburg, Holanda), equipado com coluna capilar CPSil88
for FAME de 50 metros, tamanho de particula 0,2 pm. O forno foi operado com
temperatura inicial de 100°C e final a 240°C, com rampa de 5°C/min. A temperatura
da coluna era 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 um

volume de 1 pL. de amostra.

Os picos dos principais ésteres metilicos de acidos graxos foram
identificados através do tempo de retengdo comparada com padrdes Sigma (St Louis,
USA) codigo 189-19 (Fatty acid methyl esters mixture), L8404 (Linoleic acid methyl

ester cis/trans isomers) e L6034 (Linolenic acid methyl ester, isomer mix).

A andlise foi qualitativa, sendo a propor¢do de cada acido graxo
calculada dividindo-se a area do seu pico pela area total da corrida. Foram seguidas
as ordens de elui¢do dos componentes segundo a descri¢do da pratica recomendada

pala AOCS (1995), métodos Ch 2a-94 e Ce 1{-96.
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4.4.5 Presenca de Esqualeno no Amaranto e Isolado Protéico de Amaranto.

O esqualeno foi determinado por cromatografia gasosa na mesma corrida
da determina¢do de acidos graxos. A curva de calibragdo foi obtida através da
injecdo de solugdes padrdes de diferentes concentragdes usando Esqualeno (Sigma,
St Louis, USA) dissolvido em hexano grau CLAE (BERGER et al., 2003; MOREDA

etal.,2001).

As amostras analisadas foram a farinha integral e o isolado protéico
integral de amaranto. O objetivo destas andlises foi de conhecer a concentragdao de
esqualeno na farinha integral, e avaliar se as quantidades presentes no isolado
poderiam interferir nos niveis plasmaticos dos animais que consumissem a dieta

contendo o isolado.

4.4.6. Solubilidade de Proteinas

A determinacdo da solubilidade serviu ao proposito da construgdo de
uma curva de solubilidade, podendo assim conhecer quais os melhores pH’s para
extragdo e precipitagdo da proteina. A solubilidade da proteina do amaranto foi
determinada preparando-se uma suspensdo de agua ¢ farinha desengordurada de

amaranto (10% peso/volume). A curva de diferentes pH’s foi construida com
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diferentes combinacdes de solucdes tampao (DIEM & LENTNER, 1976). As
solucdes utilizadas foram: Acido Citrico 0,1M, Fosfato Dissddico 0,2M, Hidroxido
de Sodio 0,IN, Acido Cloridrico 0,1N, Glicina 0,IM em Cloreto de Sodio 0,IN

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Solugdes-tampao utilizadas na constru¢do de curva de pH para teste de

solubilidade de proteina da farinha de amaranto.

pH pH Acido Fosfato HC10.1N Glicina 0,1M NaOH 0,IN

esperado determi- Citrico 0,1M Dissodico (mL) em NaCl 0,1N (mL)
nado (mL) 0,2M (mL) (mL)

0,6 0,47 18 *

1,2 1,29 17,80 2,20

1,6 2,12 14,70 5,30

22 2,73 19,76 0,24

3,0 3,48 16,06 3,94

3,6 4,05 4,6 4,94 10,74 9,26

4,0 4,38 4,8 5,09 10,24 9,76

4,2 4,55 5,0 5,32 9,80 10,20

4,4 4,71 5,4 5,64 8,94 11,06

6,0 6,22 5,6 5,86 8,48 11,52

7,0 7,09 3,80 16,20

8,0 7,94 17,00 suficiente

9,0 8,30 17,68 2,32

9,6 9,23 14,64 5,36

10,6 9,89 16,20 3,80

11,0 10,39 10,24 9,76

11,5 11,52 1,00 17,0 **

12,0 12,00 1,00 16,0 **

12,5 12,50 1,00 15,0 **

* Ajustar com HC1 2N ** Ajustar com NaOH 2N

Este método foi escolhido, pois as solugdes de diferentes pH’s,
preparadas a partir da adi¢do apenas de diferentes quantidades de Hidroxido de Soédio

IN ou Acido Cloridrico IN, ndo mantinham o pH constante do inicio ao fim da
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determinagdo de solubilidade das amostras, provavelmente pela presenca de algum
componente da matriz alimentar com caracteristicas acidas. Por isso optou-se pela
constru¢do de uma curva de solubilidade com tampdes, apenas para a preparagdo de
pH extremos, como 0,5 e 12,5, foram empregadas as solugdes de NaOH 2N e HCl

2N.

Os tubos foram tampados, agitados em agitador tipo vortex e entio
submetidos a agitacao horizontal, durante 1 hora. A seguir, centrifugou-se a 10.000 x
g (8700 rpm) em centrifuga ALT 4239R (ALC International, Italia) durante 30
minutos. Tomaram-se aliquotas de 10 a 50uL dos tubos e completou-se o volume
para 100uL com agua deionizada. Procedeu-se entdo andlise de proteina pelo método
de Bradford (BRADFORD 1976), utilizando para isso 3mL de reagente de Bradford
da marca Biorad, diluido 1:5. Uma curva padrao utilizando albumina bovina (Sigma
A-4378) foi construida, a partir de uma solugdo preparada com 11mg de albumina
em 10 mL (1,1 y g/ y L) de tampao fosfato 0,1N + NaOH 0,IN (50:37). A leitura foi

realizada em espectrofotometro Micronal B542 a 595nm.

Apos retirar a aliquota de sobrenadante para a reacdo colorimétrica de
quantificagdo de proteina, o restante do sobrenadante foi transferido para um
recipiente com pipeta Pasteur, e o valor do pH foi aferido. Este valor de pH apos a
centrifugacdo esta assinalado na segunda coluna da Tabela 4.1, e passa a ser
considerado o pH da solugdo de extracdo nos graficos apresentados no item 5.2.2.1

de resultados.
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4.4.7 Eletroforese

A eletroforese SDS-PAGE foi conduzida de acordo com LAEMMLI
(1970). O gel concentrador contendo 4% de acrilamida em tampao TRIS-HCI pH 6,8
foi preparado sobre o gel de andlise com 10% de acrilamida em tampao TRIS-HCI
pH 8,8. Os dois equipamentos utilizados para eletroforese foram do tipo vertical, da
Amersham Biosciences (Uppsala, Suécia) o modelo Hoefer miniVE conferiu ao gel
dimensdes de 8 cm x 9 cm x 1,0 mm. O equipamento Hoefer SE250 conferiu aos
géis as dimensdes de 8cm x 7 cm x 0,75 mm. Cinqilienta microgramas de proteina
foram aplicadas em cada pogo. A amperagem foi fixada em 20 mA para cada gel de
1,0 mm e 15 mA para géis de 0,75 mm; voltagem auto-ajustavel, até o maximo de
300V. Apds a corrida, os géis foram corados com Solu¢do de Azul de Comassie R
Brilhante 0,025% em 40% de metanol e 7% de 4cido acético, e descorada no mesmo
solvente sem o corante. Os padroes de peso molecular utilizados foram: f-
galactosidase (175 kDa), paramiosina (83 kDa), desidrogenase glutamica (62 kDa),
aldolase (47,5 kDa), isomerase triosefosfato (32,5 kDa), B-lactoalbumina A (25

kDa), lisozima (16,5 kDa), aprotinina (6,5 kDa).

Para analisar o gel, foi utilizado um o software Gel-Pro Analyzer da
MediaCybernetics (Silver Spring, USA) para determinacdo de peso molecular por

comparag¢do aos padrdes utilizados.
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4.4.8 Extracao Fracionada

A extracdo fracionada, que serve para classificar e quantificar as
proteinas presentes em albumina, globulina, prolamina e glutelina, ¢ foi baseada nas
otimizagdes desenvolvidas por GORINSTEIN et al. (1999, 2002) com os tempos de

agitacdo e temperaturas sugeridas por BRESSANI ¢ GARCIA-VELA (1990).

Os materiais analisados foram a farinha de amaranto integral e

desengordurada e o isolado protéico de amaranto integral e desengordurado.

Para a extragdo fracionada a propor¢do amostra:solvente foi de 1:10
(massa/volume) para as duas primeiras fragdes e agitacdo em agitador horizontal tipo
shaker pelo tempo indicado entre parénteses para cada tipo de fragdo, a seguir. Para
separacdo das fragdes insoliiveis as misturas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10
minutos. Cada etapa foi repetida duas vezes, os extratos destas duas extragdes foram
combinados. A seqiiéncia da extragdo e os solventes empregados estdo detalhados a

seguir:

a) Albumina-1 + Globulina: solvente empregado foi NaCl 0,5M (60min,

30min);
b) Albumina-2: solvente empregado foi dgua (60 min, 30 min);

¢) Proteina Alcool-Soltvel (Prolamina): Isopropanol 55% contendo 4%

de 2-mercaptoetanol (2-ME) na proporgao 1:6 (amostra:solvente) (30 min, 30 min);
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d) Glutelina: tampao borato de so6dio 0,125M com adicdo de 3% de 2-
ME e 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) na propor¢do 1:3 (amostra:solvente)

(60min, 30 min);

e) Proteina no Residuo: tampao hidroximetil aminometano (Tris)-glicina

pH 7.5, contendo 7,5% (v/v) de 2-ME e 5% (p/v) de SDS.

As proteinas totais foram extraidas usando tampdo Tris-HCl 0,125M
contendo 5% de SDS e 2% 2-ME, ajustando para pH 6,8. A propor¢do
amostra/solvente foi de 1:24 (massa/volume). A mistura foi aquecida por 5 minutos a
100°C, resfriada a temperatura ambiente e entdo centrifugada a 10.000 x g por 10

minutos.

Os extratos foram evaporados ja em tubo de micro-Kjeldahl e a analise
do teor de nitrogénio foi efetuada seguindo o procedimento padrio de micro-

Kjeldahl.

4.5 Analises nas Racoes

As racdes utilizadas nos experimentos foram fabricadas sob encomenda,

com ingredientes purificados, pela Rhoster Industria e Comércio Ltda (Vargem
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Grande Paulista, Brasil). As ra¢des foram formuladas em po, e depois passaram por
processo de peletizagdo e foram armazenados em freezer para conservagdo. Os
detalhes sob a composi¢do de cada dieta sdo dados na descricdo do experimento

bioldgico.

Todas as ragdes foram submetidas as analises citadas a seguir.

4.5.1. Composicio Centesimal

As analises de umidade, cinzas, extrato etéreo e proteina das ragdes
foram realizadas de acordo com metodologia da AOAC (1990). O teor de

carboidratos (contendo fibras) foi calculado por diferenca.

Para conversdo de nitrogénio em proteina (micro-Kjeldahl) utilizou-se o

fator 6,25.

A andlise de extrato etéreo foi realizada em equipamento tipo Soxhlet
modelo MA 486/3 Marconi (Piracicaba, Brasil), de acordo com recomendagdes do

fabricante, utilizando como solvente o éter etilico.
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4.5.2 Perfil de Aminoacidos na Farinha e Isolado Protéico de Amaranto

As ragdes Aminoacidos do Amaranto (AA AM) e Aminodcidos da
Caseina (AA CAS), que continham uma mistura de aminoacidos livres que simulava
o perfil de aminoacidos da proteina respectivamente, do isolado protéico de amaranto
e da caseina, tiveram seu perfil de aminoacidos analisados, conforme metodologia
descrita no item 4.4.3. Com excec¢do da etapa de hidrolise, ja que os aminoacidos
estavam na sua forma livre. Esta andlise foi realizada pelo laboratério LABTEC

(Campinas, Brasil).

4.5.3 Perfil de Acidos Graxos

Procedeu-se de forma idéntica a descrita no item 4.4.4.

4.5.4 Colesterol

Os lipideos da amostra foram extraidos em coluna de fase sodlida
(MARMER ¢ MAXWELL 1981) saponificados e extraidos, conforme otimizagdes

de BRAGAGNOLO ¢ RODRIGUEZ-AMAYA (2001). Tomaram-se 5 mL da fragdo
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extraida, evaporou-se com nitrogénio, e ressuspendeu-se em 800 uL de hexano grau
cromatografico. A quantificacdo foi realizada em equipamento de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu SCL-10A - VP, detector por
arranjo de diodo e software de andlise Class-VP. A coluna analitica usada foi de fase
normal Hypersyl-CPS (25 cm x 4 mm e recheio de 5 um). O volume de inje¢do foi
de 10 pL, a fase moével compreendia uma mistura de n-hexano/isopropanol (97:3)
com fluxo isocratico de ImL/min. O colesterol foi detectado a 206nm e os espectros
de absorbancia obtidos entre 190 ¢ 300 nm. O tempo de corrida foi de 7 minutos

(CSALLANY et al. 1989).

A curva padrio realizada com padrdo 5-colestano-3-f-ol da Sigma, com
os pontos 2,22; 3,17; 4,53; 6,47; 9,24 e 13,2 ng/20uL. A identificacdo do colesterol
foi baseada no tempo de retencdo e comparagdo com espectro de absorbancia obtidos
pelo detector conjunto de diodos do padrio, com isso fazendo corregdes necessarias

para alcangar pureza minima do pico de 97%.

4.6. Experimento Biologico

O biotério de experimentagdo para hamsters do Departamento de
Patologia e Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina da USP (LIM/50) foi
utilizado para a realizacdo dos experimentos. Os animais foram dispostos em gaiolas

individuais, em local arejado e apropriado ao experimento. O ambiente tem
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temperatura controlada em torno de 20 a 25°C, com janelas escurecidas para controle
do ciclo de luz/escuro igualmente 12 horas/12 horas. A limpeza das gaiolas se deu

uma vezZ por semana.

O experimento seguiu as normas do Canadian Council on Animal Care
(OLFERT et al. 1993) e foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade

de Medicina da USP (Anexo I).

A ragdo comercial utilizada durante o periodo de adaptacdo dos animais
Nuvilab CR1 (Nuvital) com composi¢do declarada pelo fabricante g/100g: 12,5
umidade maxima, 22 proteina (min), 4 extrato etéreo (min), 10 material mineral

(max), 8 matéria fibrosa (max).

Os animais foram alimentados ad /libitum e pesados semanalmente para
avaliar variagdes de peso e crescimento, ¢ a dieta foi pesada e trocada todos os dias
para verificar a quantidade ingerida por cada animal. O coeficiente de eficacia
alimentar (CEA), também denominado conversao alimentar, foi determinado através
da divisdo do ganho de peso total pelo consumo total de dieta durante os 28 dias de

dieta experimental e 21 dias para a dieta Hiper.

A dieta foi retirada as 18 hs do dia anterior a coleta, e a coleta iniciada
por volta das 9:00 horas da manha seguinte (15 horas de jejum), por pun¢ao cardiaca
com anestesia. Os anestésicos utilizados foram Ketalar® (cloridrato de cetamina: 80
mg/Kg de peso), Rompum® (xilazina: 8 mg/Kg peso). As seringas foram lavadas
com heparina antes da coleta, ¢ foram adicionados 10 uL de heparina Heptar®

(5.000UI/mL) nos tubos eppendorf onde o sangue foi depositado. As amostras foram
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centrifugadas a 1500 x g a temperatura ambiente por 15 minutos, na primeira hora da

coleta, o plasma foi separado e congelado até analise.

O figado do animal foi retirado, lavado com solu¢ao fisiologica, retirado

o excesso de liquido em gaze, e pesado em balanga semi-analitica.

4.6.1. Experimento Piloto

O objetivo deste experimento piloto foi estabelecer se o excesso de
caseina ¢ capaz de induzir hipercolesterolemia como ocorre com coelhos, ¢ se ocorre
com predominancia de LDL-Colesterol (similarmente ao que ocorre em humanos).

Além disso, era necessario estabelecer em quanto tempo isto ocorreria.

Doze hamsters (Mesocricetus auratus) raga Golden Syrian machos foram
adquiridos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, com
aproximadamente 21 dias de idade (nascidos na mesma semana), recém-
desmamados. Foram mantidos no biotério de experimentagdo para hamsters do
Departamento de Patologia e Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina da
USP (LIM/50). Os animais foram alojados individualmente em caixas com

maravalha.

Durante o periodo de 5 dias de aclimatacdo dos animais, os mesmos

alimentaram-se de dieta Nuvilab CR1 (Nuvital; Colombo, Brasil). Trés animais
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foram sorteados, e deixados em jejum de 15 horas, sendo sacrificados apds a coleta
de sangue via puncdo cardiaca. O plasma destes animais foi utilizado para o
estabelecimento dos valores basais de colesterol total e fragcdes, bem como

triglicérides.

Os nove animais restantes foram divididos em 3 grupos de 3 animais
cada. Um grupo recebeu uma dieta rica em caseina (30%), o outro uma dieta padrao
rica em colesterol (0,25%) e o outro uma dieta padrido rica em acidos graxos
saturados (71,1% de saturados, 19,3% de monoinsaturados e 9% de polinsaturados).
Os animais foram submetidos a coleta (jejum de 15 horas) apds 3 e 5 semanas apos o
inicio destas dietas. Foi entdo reintroduzida a ra¢do comercial Nuvilab, e uma coleta
foi realizada apds 3 semanas, para verificacdo se o efeito hipercolesterolemizante nao

era ligado ao crescimento dos animais, e sim dependente da dieta (Figura 4.3).

A formulacdo da dieta foi feita baseada em outros trabalhos que
desenvolveram estudos com hamsters e hipercolesterolemia (LUCAS et al 2001,
FERNANDEZ et al.1999), e respeitando as recomendacdes nutricionais do National
Research Council (NRC) (1995). Segundo DORFMAN et al. (2003), a adigdo de
0,25% de colesterol, corresponderia em humanos, ao consumo de 1.145 mg de

colesterol/2000 Kcal.

A dieta foi fornecida ad libitum, peletizada, cuja composicdo estd
apresentada na Tabela 4.2. O teor de proteina alcangado pela adicdo da quantidade
citada de caseina (93% de proteina) foi de 20% para as dietas Saturados e Colesterol,

e de 31% para a dieta Caseina.
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Figura 4.3. Fluxograma representando o desenho experimental do ensaio Piloto.
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Tabela 4.2. Composi¢do das ragdes utilizadas no experimento Piloto (dados

apresentados em g do componente/100g de dieta).

Dieta Saturados Dieta Colesterol Dieta Caseina
Caseina (! 22,0 22,0 33,5
Oleo de Coco 140 -—--
Oleo de Girassol 1.0 —
Mistura de Oleos ® s 15,0 15,0
Colesterol 0,05 0,25 0,05
Bitartarato de Colina 0,2 0,2 0,2
Sacarose 15,0 15,0 15,0
Amido de Milho 38,25 38,05 26,75
Celulose 5,0 5,0 5,0
Mistura Mineral ) 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0

(1) 93% de proteina (analisado neste laboratério); (2) mistura de 6leo da Tabela 4.3; (3) NRC (1995).

A seguinte mistura de oleos: 36g de oleo de girassol, 28g de oleo de
canola (Bunge, Brasil) e 36g de 6leo de coco foi sugerida para que a proporcao de

acidos graxos saturados: monoinsaturados: polinsaturados fosse de 1:1:1.

Tabela 4.3. Composi¢do de acidos graxos nos Oleos utilizados, e da mistura obtida

pela propor¢do indicada de cada um dos trés oleos.

Girassol* 36g de 6leo Canola 28g Oleo Oleo  de 36gdeOleo Perfl da
(%) de girassol ~ Bunge** de Canola Coco™* (%)  de Coco Mistura (%)
(%)
Saturada 10.85 3.91 71 1.99 75,9 27.52 33.22
Monoinsat  24.24 8.73 64.3 18.0 18,9 6.80 33.53
Poliinsat 65.33 23.52 28.6 8.01 52 1.87 33.40

*Girassol = Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos ** Canola= Site da Bunge Alimentos *** Oleo de Coco (analisado em
nosso laboratério).
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4.6.2. Experimento Hipercolesterolemizante

Com o objetivo de estudar os efeitos da continua administragdo da
dieta hipercolesterolemizante, rica em caseina, no perfil lipidico de hamsters ao
longo do tempo semelhante ao que os animais foram submetidos, dez fémeas foram
mantidas nesta dieta, e a partir da terceira semana, foram sacrificados dois hamsters a
cada duas semanas (semana 0, 3, 5, 7 ¢ 9). O sangue foi coletado, com sacrificio,

como nos experimentos anteriores.

4.6.3. Experimento Principal

Quarenta e trés hamsters machos, recém-desmamados foram adquiridos
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP. Apos cinco dias de adaptagdo
ao local, recebendo ragdo comercial Nuvilab CR1 (Nuvital; Colombo, Brasil), 8
animais foram sorteados e sacrificados ap6s jejum de 15 horas. O sangue foi coletado
em tubos heparinizados através de pun¢do cardiaca nos animais anestesiados. Os
animais restantes foram submetidos a dieta hipercolesterolemizante escolhida no

experimento piloto, que foi a rica em caseina, por 3 semanas.

Apoés este periodo, 20 animais foram sorteados e sofreram coleta por

puncdo cardiaca sob anestesia (os mesmos procedimentos detalhados na pagina 51),
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sem sacrifica-los ao final desta coleta. Todos os animais foram entdo divididos em 3
grupos procurando fazer com que houvesse um equilibrio de distribuicdo de peso e
igual nimero de animais ja submetidos a coleta, entre os grupos. Cada um dos

grupos recebeu uma das ragdes experimentais:

a)  Dieta Controle: cuja unica fonte de proteina ¢ a caseina, com

teor de 20% do peso da dieta.

b) Dieta Amaranto (AM): cuja unica fonte de proteina ¢ o
isolado protéico de amaranto desengordurado, com teor de 20% do peso da

dieta.

c) Dieta CAS+AM: proteina da dieta foi composta por 30% de

proteina sendo 20% de caseina e 10% de proteina de amaranto.

Ap6s 5 dias de introdugdo destas ragdes 5 animais de cada grupo tiveram
sangue coletado; estes animais foram aqueles que ndo sofreram coleta ao final do
periodo de inducdo de hipercolesterolemia. Decorridas 4 semanas do inicio da
ingestdo das dietas experimentais, todos os animais tiveram sangue coletado sob

anestesia e foram sacrificados por hipovolemia (Figura 4.4).

Paralelamente, 10 animais obtidos do Biotério Central da Faculdade de
Medicina da USP com aproximadamente 35 dias de vida, apds cinco dias de
adaptacdo ao local recebendo ragdo comercial, passaram a receber uma dieta isenta

de proteina, chamada aqui de Dieta Aprotéica, ad libitum. Este grupo teve a fungdo
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de fornecer fezes para servir de parametro de excrecdo basal de nitrogénio para

realizacdo do teste de digestibilidade.

Chegam 43 animais

‘ >Sacriﬁcio de 8
l animais p/ BASAL

35 animais ingerem dieta que induz
hipercolesterolemia por 3 semanas

'

Coleta (sem sacrificio) de 20 animais
Hipercolesterolemizados

v

Animais sio divididos em 3 grupos:

- Controle (20% caseina)
- Amaranto (20% IPA)
- CAS+AM (20% caseina+10% IPA)

v

Apés 5 dias, 5 animais sio
submetidos a coleta sem sacrificio

Coleta de Fezes
papos 2-3 semanas
v do inicio da dieta

Apés 4 semanas do inicio da
dieta experimental:
Coleta final de sangue e 6rgaos

Figura 4.4. Fluxograma do experimento Principal.
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Os animais foram alojados em gaiolas individuais, com maravalha e apds
5 dias de ingestdo desta dieta aprotéica, os mesmos foram transferidos para gaiolas
com fundo aramado de inox, especialmente construido para coleta de fezes. A coleta
de fezes foi feita durante 4 dias consecutivos. O consumo da dieta também foi

aferido diariamente no mesmo periodo.

4.6.3.1. Racoes

A formulagdo das ragdes foi feita baseando-se em outros estudos com
hamsters e hipercolesterolemia (LUCAS et al 2001, FERNANDEZ et al.1999),
respeitando as recomendagdes nutricionais da AIN-93 (dieta para roedores)
(REEVES et al. 1993). A dieta foi fornecida ad libitum, peletizada. Sua composi¢ao

¢ apresentada na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Ingredientes utilizados na fabricagdo das ragdes utilizadas no

experimento Principal (g do ingrediente/100g de dieta).

Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
Hiper Amaranto  Controle CAS Aprotéica
+AM*

IPA Des V - 22,5 - 11,25 -
Caseina ? 33,5 - 22,0 22,0 -
Mistura de Oleos ® 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Colesterol 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Bitartarato de Colina 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Sacarose 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Amido de Milho 26,75 37,75 38,25 27,0 60,25
Celulose 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura Mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

(1) Isolado protéico de amaranto desengordurado: 96% de proteina em base seca (ver Tabela 5.7); (2) 93%
de proteina em base seca (analisado neste laboratorio); (3) Conforme Tabela 4.3; (4) Conforme AIN-93
REEVES (1993); * Dieta Caseina + Amaranto.

4.6.4. Experimento Aminoacidos

Trinta hamsters fémeas, recém-desmamadas foram adquiridas do
Biotério do Instituto Adolpho Lutz. Apo6s uma semana de adaptacdo ao local,
recebendo ragdo comercial, 5 animais sorteados tiveram sangue coletado (sem
sacrificio), apos jejum de 16 horas, para estabelecerem-se os valores basais das
lipoproteinas. O sangue foi coletado em tubos heparinizados através de puncdo
cardiaca nos animais anestesiados. Aos animais foi administrada uma dieta
hipercolesterolemizante, com 30% de caseina, igual ao do experimento principal, por

3 semanas.
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Em seguida, seis animais foram sorteados e sofreram coleta por
pungdo cardiaca sob anestesia, sem sacrifica-los ao final. Todos os animais foram
entdo, divididos em 4 grupos (n=7 ou 8), sendo que em cada grupo foi distribuido
aleatoriamente o mesmo numero de animais submetidos previamente a coleta. Cada

grupo recebeu uma das dietas experimentais:

a)  Dieta Controle: unica fonte de proteina foi a caseina, teor de 20% do

peso da dieta;

b) Dieta CAS + ARG: 20% do peso em caseina, mais a adi¢do do
aminoacido arginina de modo a atingir a propor¢ao lisina/arginina semelhante ao

amaranto (0,5);

c) Dieta AA AM: mistura de aminoacidos simulando o isolado protéico

de amaranto (20% do peso da dieta);

d) Dieta AA CAS: mistura de aminoacidos simulando a caseina (20%

do peso da dieta).

Apo6s uma semana de introducgdo destas ragdes (Tabela 4.5), 4 animais de
cada grupo sofreram coleta de sangue. Esses animais foram aqueles que nao sofreram
coleta ao final do periodo de indugdo de hipercolesterolemia. Decorridas 4 semanas
do inicio da ingestdo das dietas experimentais, todos os animais tiveram sangue

coletado e foram sacrificados por hipovolemia.
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Tabela 4.5. Ingredientes utilizados na fabricagdo das ragdes utilizadas no

experimento Aminoacidos (g do ingrediente/100g de dieta).

Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta

Hipercoles- Controle AA AM AA CAS CAS + ARG

terolemizante
Caseina 33,5 22,0 - - 22,0
Mistura de - - 20,0 20,0 -
Aminoacidos @
Arginina - 2,2
Mistura de Oleos ® 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Colesterol 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Bitartarato de Colina 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Sacarose 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Amido de Milho 26,75 38,25 38,8 39,1 35,15
Celulose 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura Mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura Vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bicarbonato de Sodio - - 1,45 1,15 0,9

(1) 93% de proteina (2) Conforme Tabela 5.6 (3) Conforme Tabela 4.3 (4) Conforme AIN-93 REEVES
(1993).

Os aminoacidos lisina, arginina e histidina foram adicionados nas suas
formas conjugadas com HCI, e as corre¢cdes de peso necessarias para alcangar os
valores pretendidos s3o expressos na Tabela 4.6. Além disso, foi sugerida a adigdo de
bicarbonato de sddio para neutralizar a presenga destes componentes acidos, de
modo a melhorar a aceitagdo da dieta pelos animais (Rhoster Industria e Comércio

Ltda, comunicagdo pessoal).

Para alcangar a relagdo Lys/Arg semelhante a do isolado protéico de
amaranto (que ¢ de 0,5) a quantidade total de arginina que deveria estar presente na
Dieta CAS+ARG era de 14,7 g para as 7,4 g de lisina presentes em cada 100g de
caseina. Como a caseina ja tinha 3,6g de arginina, bastou adicionar 11,1g de arginina
para cada 100 g de caseina. Como ha 20g da caseina na dieta, deve-se adicionar 2,2 g

de arginina.
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Tabela 4.6. Mistura de aminoacidos que visava simular o perfil de aminoacidos

presentes na isolado protéico de amaranto e da caseina (g do /100g de mistura).

Aminoacido AA da Caseina ¥ AA do Amaranto
Acido Aspartico 6,5 8,2
Treonina 39 3,7
Serina 5,6 4,7
Acido Glutamico 20,8 16,6
Prolina 12,1 5,2
Glicina 1,7 6,0
Alanina 2.8 3,9
Cistina 0,4 1,8
Valina 5,6 4.6
Metionina 2,5 2,4
Isoleucina 4.8 42
Leucina 8,8 6,6
Tirosina 5,1 3.8
Triptofano 1,7* 1,7
Fenilalanina 4.8 4.8
Lisina** 7.4 49
Histidina** 2,5 2,6
Arginina** 3,6 9,8

(1) Baseado em Grundy e Adams (1983); *ndo referia, utilizou-se o mesmo valor do amaranto;
** estes aminoacidos foram adicionados como suas formas conjugadas com HCI.



64

30 fémeas
Aclimatizagao

—® (oleta sem Sacrificio de
v 5 animais p/ BASAL

30 animais ingerem dieta que induz
hipercolesterolemia por 3 semanas

l

Coleta (sem sacrificio) de 6
animais Hipercolesterolemizados

Animais sao divididos em 4 grupos:
- Controle (20% caseina)
- AA do Amaranto(20%)

- AA da Caseina (20%)
- CaseinatArg (20%+2%)

Ap6s 4 dias, os 5 animais que NAO

sofreram coleta ainda, tém seu sangue
coletado sem sacrificio

Coleta de fezes apos 2-3
————p semanas do inicio da
dieta

v

ApOs 4 semanas
Coleta final de sangue e o6rgaos

Figura 4.5. Fluxograma do experimento Aminoacidos.
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4.6.5. Analises no Plasma

O teor de triglicérides no soro foi determinado através de kit enzimatico
comercial, contendo as enzimas lipase da lipoproteina, glicerolquinase, glicerol-3-
fosfato oxidase e peroxidase (SOLONI et al., 1971) da marca Labtest cddigo 59

(Lagoa Santa, Brasil),

O Colesterol Total foi determinado através de kits da marca Labtest
codigo 76 baseados no método enzimadtico, colorimétrico (CHOD/PAP) com

colesterol esterase, colesterol oxidase e 4-aminoantipirina.

O colesterol associado a HDL (HDL-C) foi quantificado apds
precipitagdo das lipoproteinas que contém apolipoproteina B (VLDL e LDL),
seguida da quantificagdo do colesterol presente no sobrenadante. O agente
precipitante ¢ o acido fosfotingstico/cloreto de magnésio (PTA/MgCI2) (ABELL et
al., 1952) utilizando kit da marca Labtest codigo 13. Este método ja foi validado

para aplicacdo em plasma de hamsters (WEINGAND & DAGGY, 1990).

Os valores de LDL-C ¢ VLDL-C foram calculados pela formula de
Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1974), somados e expressos como colesterol nao-

HDL.

As analises do plasma dos experimentos piloto e principal foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica e Propriedades Funcionais de Alimentos da
Faculdade de Saude Publica (FSP) da USP. Foram utilizados kits da marca Labtest

(Minas Gerais, Brasil). Estas amostras também foram analisadas no Laboratorio
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Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HC-FMUSP),
para uma validacdo, principalmente quanto ao teor de HDL-C, pois a analise de
bancada, sem automatizagdo, pelo alto volume utilizado, impossibilitava a repeti¢ao
em triplicata das amostras. Como algumas amostras ndo foram analisadas no
laboratorio do HC, e como os valores das amostras analisadas ndo variaram

significativamente, optou-se por adotar os valores obtidos em bancada.

As andlises do plasma, dos experimentos hipercolesterolemizante e
aminoacidos, foram realizadas no Laboratério Central HC-FMUSP, e desta vez,
algumas amostras foram checadas em bancada na FSP, para colesterol total e
triglicérides, outra vez nao apresentando diferenga significativa. O equipamento
automatizado utilizado foi um Hitachi 911 (Roche Diagnostics, Mannheim) e kits da
Roche. As amostras que apresentaram valores de LDL-C excepcionalmente baixos,
tiveram as analises repetidas por método direto, utilizando-se kit LDL-C Plus
(Roche), que se baseia na solubilizacdo seletiva do colesterol LDL por um detergente

ndo 10nico e presenga de magnésio.

4.6.6 Coleta e Analises das Fezes dos Hamsters

As fezes do grupo aprotéico e dos quatro grupos do experimento

principal (Hiper, Controle, AM e AM+CAS) foram coletadas para andlise de
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digestibilidade. As fezes do experimento principal ¢ do experimento com

aminoacidos foram coletadas para avaliacdo de teores de colesterol e acidos biliares.

4.6.6.1. Coleta de Fezes:

Cada grupo experimental teve as fezes coletadas apos ingerir a dieta
experimental por pelo menos 2 semanas. Os animais foram alojados em gaiolas
especialmente construidas para esta finalidade (ver Figura 4.6). Uma caixa com
maravalha ao fundo, era coberta por uma tela de ago inox que permitia que a urina
passasse enquanto as fezes ficassem retidas. Uma outra caixa de polietileno (com
fundo cortado) foi encaixada na primeira de modo que a altura da grade superior
fosse suficientemente confortavel para os animais. Apos dois dias de adaptacdo as
gaiolas, as mesmas foram limpas ¢ as fezes comecaram a ser coletadas apos 24 horas.
As fezes foram acondicionadas em frascos de polietileno, e submetidas a secagem
durante 48-72 horas em estufa com circulagdo de ar, com temperatura de 45-50°C.
Apos este periodo, as fezes foram pesadas, trituradas, e armazenadas a —20°C até

analise.
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4.6.6.2. Digestibilidade da Proteina

A digestibilidade verdadeira ¢ calculada medindo-se a quantidade de
nitrogénio ingerido na dieta, a quantidade excretada nas fezes durante o experimento

e a perda metabodlica no material fecal determinada no grupo aprotéico (FAO/WHO,

1991).

Figura 4.6 Gaiolas especiais para coleta de fezes, no detalhe, a tela de ago inox com

fezes retidas.
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Um grupo de dez hamsters foi alimentado com uma dieta isenta de
proteinas (aproteica), para avaliacdo do teor de nitrogénio nas fezes, que sera
considerada a perda metabolica de nitrogénio, que deve ser descontado dos
resultados obtidos nas fezes dos grupos experimentais para calculo de digestibilidade

verdadeira.

As fezes secas foram analisadas para determinagdo do teor de nitrogénio

pelo método de micro-Kjedhal.

100

Digestibilidade Verdadeira (%) = @ §

Onde:
I= g de nitrogénio ingerido
F= g de nitrogénio excretado nas fezes pelo animal que se alimenta da dieta em teste

Fy=g de nitrogénio excretado nas fezes do animal que se alimenta com dieta

aproteica
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4.6.6.3. Colesterol

Cinqlienta miligramas das fezes foram submetidos a saponificacdo com
700 uL de metanol e 220 uL da solugdo de NaOH 5M, por duas horas em banho-
maria com agitagdo horizontal, a 80°C. Apos a adi¢do de solugio saturada de NaCl, o
colesterol foi extraido trés vezes com 3 mL de éter de petroleo (TERPSTRA et al.
1998). A amostra foi entdo seca em estufa a 40-45°C com circulagdo de ar e
ressuspendida em 800 uL de hexano grau cromatografico. A quantificagdo foi
realizada nas mesmas condi¢des descritas no item 4.5.4, com exce¢do da coluna, que
foi substituida por outra coluna de fase normal com ciano, coluna Luna CN da

Phenomenex (25 mm x 4,5 mm diametro).

4.6.6.4. Acidos Biliares

Os acidos biliares totais foram quantificados utilizando um kit comercial
para determinacdo de acidos biliares totais, da marca Diazyme (San Diego, EUA) kit
DZ042A. Previamente, as fezes foram submetidas a extracdo com fert-butanol a 50%
por 15 minutos a 37°C e centrifugagdo a 10.000 x g por 2 minutos (VAN DER

MEER et al. 1985).
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4.7 Analises Estatisticas

Os resultados de composi¢do da matéria-prima e ragdes tiveram seus

valores de média e desvio padrao (DP) calculados pelo programa Excel (Microsoft).

Para comparagdo de médias de peso do animal, peso do figado, consumo
total, coeficiente de eficacia alimentar, peso do figado, peso das fezes, teor de 4cidos
biliares e colesterol nas fezes, foi empregado teste de Tukey, para amostras
independentes, experimento inteiramente casualizado, com a de 5%, utilizando o

programa Assistat 7.3 Beta (SILVA e AZEVEDO, 2002).

A andlise dos resultados do experimento bioldgico (consumo e perfil
lipidico) foram realizadas em parceria com o Instituto de Matematica e Estatistica
(IME) da USP. Os dados foram processados através dos softwares Minitab Release
14 for Windows e¢ SPSS 12.0 (SPSS Inc, USA), e foram realizadas Analise
Descritiva Unidimesional, Analise de Variancia com Efeitos Fixos e Comparagdes
Multiplas de Bonferroni (BUSSAB ¢ MORETTIN, 2004), ao nivel de 10% de

probabilidade, e Coeficiente de Correlacao de Pearson.

Os programas utilizados para a construgdo dos graficos foram Excel

(Microsoft) e o Origin 6.0.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacio da Matéria-Prima

5.1.1 Granulometria

72

A granulometria da farinha desengordurada, utilizada na producao de

isolado protéico de amaranto, esta distribuida da seguinte forma:

Tabela 5.1 Granulometria da farinha desengordurada de amaranto.

Tyler Abertura (mm) %
20 0,850 0,1
35 0,420 8,0
60 0,250 26,0
80 0,177 29,0
100 0,150 12,0

Fundo - 23,0
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5.1.2 Composicao Centesimal da Matéria-Prima

Na Tabela 5.2 estdo apresentados dados de composi¢ao do amaranto e da
farinha desengordurada de amaranto, as analises foram realizadas em triplicata e os

valores de carboidratos foram calculados por diferenca.

Tabela 5.2 Composi¢ao centesimal (base seca) do amaranto (Amaranthus cruentus

BRS-Alegria) e farinha desengordurada de amaranto.

Amaranto cruentus Farinha desengordurada

Umidade 10,9 (£0,03) 9,43 (£ 0,82)
Cinzas 2,1 (£0,05) 2,2 (+0,00)
Proteina* 13,9 (£0,95) 15,7 (£0,91)
Lipideos 7,3 (£0,16) 2,0 (£0,03)
Fibra Alimentar Total 7,7 (£0,98) 8,1(£0,98)

- Insolivel 6,8 (20,72) 7,2 (£0,76)

- Soluavel 0,89 (£0,29) 0,9 (£0,31)
Carboidratos ** 69 72

*Nx 5,30; **calculado pela diferenca (base seca); valores entre parénteses: desvio padrao

Para efeito de comparacdo do teor de proteina com outros trabalhos ¢
importante lembrar que o fator de conversao de nitrogénio para proteina utilizado por
varios autores (6,25) era diferente do empregado neste trabalho (BRESSANI e
GARCIA-VELA 1990; IMERI et al. 1987; LUQUEZ et al. 1996). Portanto, a
compara¢do baseada no teor de nitrogénio ¢ mais adequada. BETSCHART et al.

(1981) encontraram 2,96% de nitrogénio, BRESSANI ¢ GARCIA-VELA (1990)
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2,51%, ambos no A. cruentus proveniente da Guatemala. YANEZ et al. (1994),
caracterizando amaranto de duas safras no Chile, encontraram valores de 2,15% e
2,50% de nitrogénio. MARCILIO (2003) determinou o teor de nitrogénio no A.
cruentus Var. japonica cultivado no Brasil, e encontrou 2,59%. No presente trabalho,

o valor de nitrogénio determinado foi de 2,62%.

O teor de lipideos para o 4. cruentus, 7,3%, foi semelhante ao encontrado
por outros autores: 7,4% por BETSCHART et al. (1981), 6,6 ¢ 7,3% por YANEZ et

al. (1994) ¢ 6,3 a 8,1% por BECKER e al. (1981).

5.2 Producao do Isolado Protéico de Amaranto

5.2.1. Tentativas de Producao em Escala Piloto

Embora em escala laboratorial a obtencdo de isolado protéico de
amaranto tenha se mostrado eficiente, a preparagdo dos aproximadamente 900
gramas de isolado protéico para o ensaio biologico pretendido seria bastante
trabalhosa, uma vez que o limite de volume para cada centrifugacdo no equipamento
disponivel em nosso laboratorio ¢ de, no maximo, 400mL, e a extragdo envolveria
aproximadamente 13 quilogramas de amaranto acrescidos de 130 litros de solucdo

alcalina.
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Por isso foram feitas algumas tentativas para a produgao deste isolado em
escala piloto, que ndo foram bem sucedidas. A primeira tentativa foi a de utilizagdo
de uma centrifuga de fluxo continuo Alfa-Laval (Suécia) que se encontra na Unidade
Semi-Industrial do Departamento de Engenharia Quimica, da Universidade de Sao

Paulo, e de construg@o semelhante a da Figura 5.1.

Figura 5.1 Ilustragdo de centrifuga de fluxo continuo similar a utilizada.

Uma mistura de farinha e 4gua, na propor¢ao 1:10, com pH 11 obtido
através da adicdo de NaOH 1N, foi agitada e introduzida através do alimentador da
centrifuga. O sobrenadante, onde estava presente a proteina, foi recuperado e o
precipitado depositado nos discos da centrifuga, ao invés de sair pelo orificio onde
substancias sélidas devem ser expelidas. O equipamento foi desmontado para

efetuar-se a limpeza do mesmo.

O sobrenadante teve seu pH ajustado para 4,9 ¢ deixado em repouso por

1 hora para ocorrer a floculagdo das proteinas, que se tornam insoluveis. Prosseguiu-
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se entdo com a segunda centrifugacdo, sendo que nesta etapa o interesse era
recuperar o precipitado (isolado protéico). Novamente, o precipitado acumulou-se
nos discos que compdem o aparato interno da centrifuga, o que dificultou a
recuperagdo do mesmo. Além disso, o sobrenadante ainda continha consideravel
quantidade de proteina, pois ao ser aquecido, floculava e podia-se separar esta

proteina através de centrifuga de laboratorio.

Houve recuperacao de apenas 23,7% da proteina inicialmente presente na
farinha e com teor de proteina de 48,3% (determinada através de teste de micro-
Kjeldahl), o que mostra que o amido e outros componentes ndo foram eficientemente
separados. Devido a baixa pureza, este produto ndo poderia ser chamado de isolado
protéico (para tal deve ter no minimo 90% de proteina) (SOY PROTEIN COUNCIL

1987).

Como segunda tentativa de executar o processo de isolamento em escala
piloto, utilizou-se uma centrifuga de cesto da empresa Nutribras Ltda (Guarulhos,
Brasil) revestida com meio filtrante de 120 mesh e sobreposta com papel de filtro
Whatmann nimero 4, utilizando-se das mesmas condic¢des descritas anteriormente de
pH e propor¢do de farinha-solvente. J& na primeira etapa, ndo houve separagdo da
parte solida e liquida com eficiéncia, sendo grande quantidade de amido presente no
sobrenadante, que precipitaria na etapa seguinte, produzindo um isolado com
inadequado grau de pureza. O granulo de amido do amaranto, possui tamanho
bastante inferior aos granulos de outros graos de cereais e leguminosas, tendo
tamanho médio de 1 micra (WILHELM et al. 2002), o que torna dificil sua

eliminagao.
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Novos testes foram feitos em laboratorio com meios filtrantes de malha
mais fechada, expressa em capacidade filtrante do meio (Cfm): NY1231 (1-3cfm),
NY 1241 (5-8 cfm), PP3271 (25-30 cfm), PP 3881 (80 cfm), onde Cfm representa pés
cubicos/pés quadrados/ min / 1/2”coluna d’agua. Apds a mistura da farinha em meio
alcalino, e homogeneizacdo por 10 minutos em homogeneizador de laboratorio Ultra-
Turrax e 1 hora em agitador horizontal, foi realizada uma filtragdo em funil de
buchner revestido com o meio-filtrante em kitassato, com auxilio de bomba de vacuo
para a obtengdo do 1° sobrenadante. Apds o ajustar o pH para 4,9 e repouso de uma
hora, o sobrenadante foi filtrado no mesmo meio-filtrante com vacuo, ¢ nada foi
retido. A amostra foi aquecida, e nova filtragdo realizada, e entdo se pode constatar a

formagao de pequena quantidade de isolado protéico.

Foi coletado o sobrenadante da primeira filtracdo para determinacdo do
teor de so6lidos e proteina nestes solidos, € o “isolado protéico” para analise de
proteina, através do método de micro-Kjeldahl. Os testes foram realizados duas vezes
com resultados semelhantes. Os resultados apontaram que a extragdo da proteina
(presente no sobrenadante) foi de 55 a 63%, no entanto ndo foi obtida uma pureza

adequada no final do processo, apresentando teores de proteina de 15 a 39%.

Concluiu-se que, independentemente do meio filtrante utilizado, esta nao
¢ uma forma eficiente de obten¢@o de isolado protéico de amaranto por proporcionar

baixa recuperagdo da proteina e baixa pureza do isolado protéico.

A terceira opg¢do para processamento foi o uso de um equipamento de
Ultrafiltracdo QuixStand da Amersham Biosciences (Uppsala, Suécia) (Figura 5.2).

O experimento tinha como estratégia eliminar o amido e fibras numa primeira
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filtragdo em coluna de valor nominal de peso molecular de corte (NMWC) de 500
KDa, com limen de Imm e area de 0,011m?, onde a proteina sairia no permeado
enquanto o amido ficaria retido na coluna e voltaria para o alimentador. Na segunda
etapa o permeado passaria por uma outra coluna, de NMWC 5 KDa, com limen de
0,5mm e area de 0,014m%, o que reteria a proteina na coluna voltando para o
recipiente de alimentagdo, enquanto outros componentes de menor peso molecular
passariam pela coluna e sairiam no permeado, concentrando a proteina. As colunas

utilizadas foram da marca Amersham (Uppsala, Suécia).

Figura 5.2 Equipamento de ultracentrifugagdo QuixStand da Amersham

Biosciences.

A amostra foi preparada como anteriormente. Na primeira tentativa de

passar esta amostra sem filtracdo, houve entupimento da coluna. Entdo, optou-se por
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previamente filtrar a amostra utilizando para isso o meio filtrante Tegape PP3271 por
sua boa recuperacdo de proteinas na primeira fase de extragdo, conforme testado

anteriormente. Esta filtracdo resultou em perda de 42,6% da proteina.

A primeira ultrafiltragdo levou 3 horas e 8 minutos, e conseguiu extrair
ao final, apenas 21% da proteina presente na mistura filtrada. Dos s6lidos presentes
neste permeado, 37,3% eram proteinas. No residuo presente no reservatério do
ultrafiltrador ao final do experimento, havia ainda em torno de 75% da proteina

inicialmente presente na mistura, que nao foi extraida.

Na segunda ultrafiltracdo, quando o reservatorio apresentava 500 dos
1000mL originais, coletou-se uma amostra do reservatorio, e verificou-se que os
solidos presentes continham 45% de proteina, ou seja, houve uma concentragdo da
proteina que originalmente era de 37,3% dos s6lidos. Ao continuar o processo por
mais 4 horas, obteve-se uma concentragdo do volume do reservatdrio para 125 mL. O
teor de proteinas dos sélidos obtidos deste concentrado foi de 71% e a massa total de
proteinas presentes nesta etapa foi de 1,1 g (havia 1,72g no inicio desta segunda

etapa). Estas etapas estdo esquematizadas na Figura 5.3.

Concluiu-se, com isso, que a primeira etapa foi critica, fazendo com que
mesmo apos 3 horas de processo 75% da proteina ainda ndo havia sido extraida. Na
segunda etapa, apos 7 horas de extragdo, obteve-se uma pureza de 71% da proteina
presente, o que foi um bom resultado. No entanto, esta etapa também proporcionou

perda de 36% da proteina que havia no permeado da primeira etapa.

A ultrafiltragdo mostrou-se util no isolamento de proteina, mas alguns

fatores inviabilizam a utilizagdo desta forma de processo neste projeto:



80

Mistura farinha + agua

l

Ajuste pH 11 + 40 minutos agitacao

1000mL de mistura: 14,5 gramas proteina

Filtdieta a vacuo com meio filtrante PP 3271

1000mL mistura: 8,3g de proteina
Dos solidos: 17,2% de proteina

Permeagao da proteina através de
Ultrafiltdieta: 1° Coluna NMWC 500 kDa

’

Concentrado no Reservatorio: amido

Teor de Proteina dos Solidos: 17,4%
37,3% 6 g de proteina (75% do inicial)

Proteinas nos Solidos: 45%
1,35¢g de proteina

Proteinas nos Solidos: 71%
1,10g de proteina

'

Permeado: rico em proteina

Teor de Prgteinas nos Solidos:
1,72g de protgina (21% do inicial)

Concentdieta da proteina através de
Ultrafiltdieta: 2° Coluna NMWC 5 kDa

v

Fator de Concentdieta 2 (volume
do reservatorio500mL)

Fator de Concentdieta 8 (volume
do reservatoriol25mL)

Figura 5.3 Fluxograma do processo de ultrafiltragdo acompanhado das principais

determinagdes de teor de proteina.
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a) o tempo para promover uma melhor extracdo da proteina na primeira
etapa da ultracentrifugacao foi grande demais, e provavelmente ndo podera ir muito
além do ponto testado, pois a continua¢ao do processo leva a concentragdo do amido

no tanque de alimentagdo o que levaria ao entupimento dos microcapilares da coluna.

b) a segunda etapa também necessita de tempo superior a 7 horas, pois se
deseja um isolado com no minimo 90% de proteina e com este tempo obtiveram-se

apenas 71% de pureza, além da perda de 36% da proteina existente no inicio.

5.2.2 Producio do Isolado Protéico em Escala L.aboratorial

Uma vez que nao foi possivel a produgdo do isolado protéico em escala
piloto, com rendimento e pureza recomendados, o isolamento foi realizado
repetidamente durante 2 meses, em laboratdrio, até ser obtida a quantidade necessaria

de isolado protéico para o ensaio biolodgico planejado.
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5.2.2.1 Solubilidade em varios pHs

Através da curva de solubilidade em varios pHs pode-se determinar tanto
o ponto isoelétrico médio das proteinas do amaranto como verificar quais as regides
de pH de maior solubilidade das mesmas. O ponto isoelétrico ¢ o pH no qual a
proteina apresenta o nimero de cargas positivas e negativas equivalentes permitindo
maior ocorréncia das interagdes proteina-proteina, menor interagdo com a agua e,
conseqiientemente, menor solubilidade da mesma (VOJDANI 1992). Apds extrair a
proteina da matriz original geralmente em um meio bastante alcalino, onde se
observa maxima solubilidade, o sobrenadante deve ser acidificado até chegar ao pH
correspondente ao ponto isoelétrico médio das proteinas em questdo, pois estas irdo

precipitar promovendo, a sua facil separa¢do dos outros componentes.

Os resultados do teste de solubilidade (Figura 5.4) mostram que a
solubilidade da proteina esta bastante aumentada em pH superior a 10, sendo esta
faixa que deve ser utilizada para extrair a proteina. O pH de menor solubilidade foi

de 3,48.
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% solubilidade

Figura 5.4. Curva de solubilidade de proteina (% de nitrogénio) de amaranto

desengordurado em diferentes valores de pH, determinado pelo método de Bradford.

5.2.2.2 Selecdo das condicOes do processamento

SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002) recomendam a precipitagio da
proteina de Amaranthus cruentus em pH 5,7, embora o ponto isoelétrico observado
para a mesma tenha sido 4,0, e relatam que pHs extremamente baixos s3o dificeis de

serem mantidos e podem alterar a estabilidade térmica das proteinas do isolado do

amaranto.

Como a literatura difere ligeiramente quanto as condi¢des Otimas de

processamento, decidiu-se testar as condi¢des oOtimas sugeridas por SALCEDO-
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CHAVEZ et al. (2002) e PAREDES-LOPEZ et al. (1988), para escolher qual melhor
se adaptaria ao amaranto desengordurado em questdo. Os primeiros autores
sugeriram que o isolado fosse feito em pH 9,2 para extracdo e 5,7 para isolamento da
proteina, ao passo que os outros sugeriram extragdo em pH 11 e isolamento em pH

entre 4,5 € 5,5.

O seguinte teste foi realizado: a uma mistura de farinha e agua (1:10) foi
adicionada solu¢do de NaOH IN até que fosse atingido o pH 9,0 ou 11,0. A
suspensdo foi entdo submetida a 2 horas sob agitagdo apds o que se deixou em
repouso neste pH por uma noite em geladeira. A amostra foi centrifugada a 10.000 x
g por 30 minutos e foram determinados o pH pods-centrifugacdo e o teor de proteinas
no sobrenadante, para verificar qual pH estava extraindo maior quantidade de
proteina. A seguir, a proteina foi precipitada alterando o pH do sobrenadante para 4.7
ou 5,7 pela adi¢ao de solugdo de HCI IN, uma hora de repouso e nova centrifugagao
a 10.000 x g por 30 minutos. Os testes foram realizados em duplicata. Um resumo

das condigoes testadas e os resultados obtidos sdo representados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Eficiéncia da extragdo e teor de proteina no isolado protéico nos

diferentes pH's testados para a obtengao de isolado protéico de amaranto

pH de pH de % Proteina-Solidos % Proteina % Proteina
extracdo isolamento Do Sobrenadante Extraida no Isolado
11,0 4,7 49,8 14,6 74,3
11,0 5,7 49,8 14,6 78,5
9,0 4,7 36,7 14,2 61,3

9,0 5,7 36,7 14,2 68,3
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Apos a primeira etapa de centrifugagdo verificou-se que o sobrenadante
das amostras extraidas com pH 11 era mais limpido, além disso, o teor de proteina do
isolado obtido na seqiiéncia foi maior com este pH, com isso conclui-se que o pH 11

¢ mais eficiente para extracdo e pureza do isolado protéico de amaranto (Tabela 5.3).

Embora a diferenca entre o pH de precipitacio 4,7 e 5,7 ndo seja
marcante quanto ao teor de proteina alcancado, optou-se pelo pH 5,7, pois o seu
perfil eletroforético apresentou maior riqueza de fragdes, e mostrou uma subunidade
de maior peso molecular (191 KDa) que ndo aparecia quando a proteina foi isolada

em pH 4,7 (Figura 5.5 e Tabela 5.4).

- —33

—
-

R

Figura 5.5 Gel de Eletroforese 10% SDS-PAGE de Amaranto. 1° perfil : farinha de
amaranto integral; 2° perfil: isolado protéico de amaranto isolado a pH 5,7; 3° perfil:
isolado protéico de amaranto isolado a pH 4,7; 4° perfil: mistura de padrdes de peso

molecular.
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Tabela 5.4 — Perfil de pesos moleculares obtidos pela eletroforese do amaranto e dos

seus isolados protéicos produzidos nos pH 4,7 ¢ 5,7.

Amaranto Integral pH 5,7 pH 4,7 Padrao PM
191 175
85 83
67 65 67
62 62 62 62
60 60
59
56
54 54 54
53
51
49 49 49
48 47 48 48
42 42
32 33
28 28 28
25 24 25 25
23
20 20
17 18 17
12 11
6 8 8 6,5

Como teste confirmatorio realizou-se o isolamento da proteina com
maiores quantidades de amostra (300g + 3000mL de dgua) diferindo apenas no pH
de precipitagdo. Para isolados obtidos através da precipitacdo em pH 4,7 obteve-se
em média 75,9% de proteina (desvio padrao=1,73) e para precipitagdo em pH 5,7

obteve-se em média 86,7% de proteina (desvio padrao=0,70), em base seca.

Embora o ponto isoelétrico esteja em torno do pH 3,5 e 4,0 (Figura 5.4 ¢
5.5), a maior pureza do isolado protéico foi obtida quando a precipitagdo da proteina

foi realizada em pH 5,7, conforme sugerido por SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002).
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5.2.2.3 Desengorduramento do Isolado Protéico de Amaranto

Como o teor de lipideos no isolado protéico era grande, pois houve
concentragdo daqueles 2% de lipideos presentes na farinha desengordurada de
amaranto durante o processo de isolamento da proteina, foi necessaria uma nova

extragdo da fragdo lipidica.

O solvente que melhor extraiu a fragdo lipidica do isolado protéico de
amaranto liofilizado foi o alcool etilico (Tabela 5.5). A extracdo de componentes
lipossoluveis (dentre eles o esqualeno) ¢ de extrema relevancia para que outros

componentes com potencial efeito hipocolesterelomizante sejam eliminados.

Tabela 5.5 — Porcentagem de lipideos extraidos por diferentes métodos/solventes

empregados no desengorduramento do isolado protéico de amaranto.

Método de Desengorduramento Constante Dielétrica do Solvente (¢)  Lipideos Extraidos
(% amostra imida)

Coluna Seca com 11,53* 15,47 (£0,09)

Diclorometano/Metanol (9:1)

Soxhlet com Hexano 1,89 1,50 (+0,12)

Soxhlet com Eter Etilico 4,33 7,72 (£0,11)

Soxhlet com Alcool Etilico 24,55 16,0 (£0,49)

* calculado; Valores entre parénteses= desvio padrdo (n=triplicata)

Embora fosse provdvel que uma pequena parte de proteina com
caracteristicas hidrofobicas ou alcool solivel, como ¢ o caso de prolaminas, possa ter

se perdido durante este processamento, isto nao ocorreu (ver item 5.3).
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5.2.2.4 Rendimento do Processo

Considerando os teores de proteina em base umida, os 13,4 quilos de
farinha desengordurada de amaranto (14,2% proteina) renderam 930 gramas de
isolado protéico liofilizado (80% proteina) e apds desengordurar, 774 gramas de
isolado protéico desengordurado (88,8% de proteina). Isto significou uma
recuperagao (porcentagem da proteina total da farinha que foi recuperada no isolado

protéico) de 36,1% ao final de todo processo.

SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002) realizando a extracao da proteina em
pH 9,2 e a precipitagdo em pH 5,7, obteve um produto com 89,2% de proteina, com

uma recuperacao em torno de 60%.

Conforme apresentado na Tabela 5.6 o teor de proteina alcangado no [PA
(isolado protéico de amaranto) desengordurado estd acima dos 90% recomendados
pelo SOY PROTEIN COUNCIL (1987). Os lipideos que haviam se concentrado
durante o isolamento da proteina foram eliminados eficientemente pelo

desengorduramento do isolado com alcool etilico.
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Tabela 5.6. Alteracdo da composigdo centesimal (base seca) do amaranto durante a

produgdo do isolado protéico de amaranto desengordurado.

Amaranto  Farinha Isolado Isolado Protéico
Integral Desengordurada  Protéico Desengordurado
Umidade 10,9 (£0,03) 9,43 (£ 0,82) 6,3(£0,7) 5,1(%1,0)
Cinzas 2,1 (£0,05) 2,2 (£0,06) 1,6 (£ 0,0) 1,2(%0,0)
Proteina* 13,9 (£0,95) 15,7 (£0,91) 85,4 (£5,7) 96 (£ 1,8)
Lipideos 7,3 (£0,16) 2,0 (£0,03) 7,7(£0,1) 0,7(£0,2)
Fibra Alimentar 7,7 (+0,98) 8,1 (£0,98) Nd Nd
Total
- Insolivel 6,8 (£0,72) 7,2 (£0,76)
- Solivel 0,89 (£0,29) 0,9 (£0,31)
Carboidratos ** 69,0 72,0 5,3 2,1

*Nx 5,30 para amaranto e 6,17 para isolado protéico de amaranto; **calculado pela diferenga (base
seca);Nd= ndo determinado
Valores entre parénteses = desvio padrao

5.3 Extrac¢ao Fracionada

A soma de albuminas, globulinas e nitrogénio nao protéico neste trabalho
gerou um valor de 52%, semelhante ao encontrado para o A. cruentus (53,1%) por
BRESSANI ¢ GARCIA-VELA (1990). No entanto, os valores de prolamina do
presente trabalho sdo bastante inferiores aos relatados por estes autores (prolamina
10,4% e glutelina 30%). GORINSTEIN ef al. (1991) contudo, enconcontraram no A.
cruentus 58,8% de albumina+globumina+nitrogénio ndo protéico, 1% de prolamina,

23,2%de glutelina e 13,1% de proteina no residuo.

GORINSTEIN et al. (2002) relatam que a glutelina corresponde a 27%

das proteinas do 4. caudatus, enquanto KONISHI et al. (1985) obtiveram 21% na
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mesma espécie. BRESSANI e GARCIA-VELA (1990) encontraram 30% de
glutelina no A. cruentus. No entanto, na farinha de amaranto integral do presente
trabalho (4. cruentus) apenas 11% foi detectado. Considera-se que o método de
fracionamento ndo foi totalmente eficiente na quantificacdo das fragdes,
principalmente no que se refere a extracdo da glutelina, o que ¢ confirmado pela

quantidade de proteina ainda presente no residuo.

SEGURA-NIETO et al. (1992) relatam que a globulina deveria ser
extraida com alta forga idnica (NaCl 1M) apos a extragdo da albumina (NaCl 0,1M).
No presente trabalho, a extragdo foi feita com NaCl 0,5M e no primeiro passo, o que

poderia explicar o alto teor de proteina no residuo.

A glutelina teve sua propor¢do diminuida em 40% no amaranto
desengordurado, ao passo que a prolamina aumentou em 30%, conforme indicado na
Tabela 5.7. Além disso, pode-se observar que a porcentagem de nitrogénio
recuperado na farinha desengordurada foi menor do que na integral, o que indica
tanto diminui¢do da solubilidade das proteinas por alteragdes estruturais, quanto

perda de nitrogénio ndo-protéico durante o processamento.

PAREDES-LOPEZ et al. (1993) estudaram, através de diversas técnicas
de extragdo fracionada, o efeito do solvente na solubilidade protéica, e encontraram
resultados semelhantes. A glutelina se apresentou 22% menor e a prolamina 30%
maior na farinha desengordurada. A taxa de nitrogénio extraido foi de 88% (integral)

para 82% (desengordurada).
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Tabela 5.7 - Extragdo fracionada da farinha de amaranto integral e desengordurada

(g proteina/100g de amostra).

Fragao Protéica Farinha Integral Farinha Desengordurada
Albuminas + globulinas + 41,8 (£2,8) 40,7 (£1,1)
NNP*

Albumina-2 10,3 (£2,4) 9,6 (£0,4)
Prolaminas 0,7 (£0,1) 1,0 (£0,0)
Glutelinas 10,8 (£0,4) 6,5 (£3,0)
Residuo 32,0 (£1,5) 29,1 (£1,8)

% recuperacgao de Nitrogénio 95,5 (£3,3) 84,8 (£5,6)

*NNP: nitrogénio ndo protéico

5.4  Eletroforese da Farinha e do Isolado Integral e Desengordurado

Para avaliar a perda de fragcdes protéicas durante o isolamento ou
desengorduramento, foi realizada eletroforese e o resultado apresentado abaixo na
Figura 5.6 e na Tabela 5.8. Apenas algumas fragcdes de baixo de peso molecular e
uma fra¢do de peso molecular em torno de 68 kDa foram perdidas durante o processo
de isolamento, pois estdo presentes no amaranto integral e desengordurado mas ndo

no isolado protéico de amaranto.
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Figura 5.6. Gel de Eletroforese 10% SDS-PAGE de Amaranto. 1°, 6° ¢ 7° perfil:
mistura padrdo de peso molecular; 2° perfil: farinha de amaranto integral; 3° perfil:
farinha desengordurada de amaranto; 4° perfil: isolado protéico de amaranto; 5°

perfil: isolado protéico de amaranto desengordurado.

Tabela 5.8 - Distribuicdo de Pesos Moleculares (kDa) na farinha de amaranto

integral e desengordurada, e no isolado protéico de amaranto integral e

desengordurado

Amaranto Amaranto Isolado Integral Isolado

Integral Desengordurado Desengordurado
86,5 86,6 92,3 93,3
67,3 68,6
50,6 50,1 49,5 49,7
37,1 36,6 36,3 36,6
32,0 31,8 31,5 31,8
30,5 30,2 30,0 30,3
21,0 20,8 20,6 21,0
18,0 17,7 17,8 18,2
14,6 14,6 14
8,7 8,7 9,3
6,7 6,9 6,7

4.9 5,0 5,1
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No entanto, estas fragdes de baixo peso molecular voltam a estarem
presentes no isolado protéico desengordurado com alcool etilico por Soxhlet, o que
pode ser indicativo de um problema de concentracdo de amostra de isolado protéico

integral ou oligomerizacdo em func¢ao do solvente empregado.

SEGURA-NIETO et al. (1992) investigando o perfil eletroforético das
fragdes protéicas do amaranto, apontam que as estas que continham unidades

polipeptidicas com peso molecular acima de 60 kDa seriam a albumina e glutelina.

5.5 Perfil de Aminoacidos do Amaranto Integral e do Isolado Protéico de

Amaranto Desengordurado

O perfil de aminoacidos da proteina do amaranto e do isolado protéico de
amaranto desengordurado g/100g de amostra e g/100g de proteina, bem como as
recomendacdes sobre aminoacidos essenciais da FAO/WHO (1991), estdo

apresentados nas Tabelas 5.9 ¢ 5.10.

Os dados de perfil de aminoacidos do amaranto e isolado foram
confrontados visando verificar a eficiéncia do processo de isolamento de proteina e
possiveis alteragdes durante este processo. Esta andlise objetivou também,
estabelecer um fator de conversdo nitrogénio para proteina, especifico para as

amostras que estdo sendo estudadas, conforme recomendacgao da FAO (2001). Além
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disso, com estas andlises, verificou-se qual a relacao lisina/arginina da proteina na

farinha integral e no isolado incorporado nas rag¢des, que ¢ uma informagdo

fundamental para o ensaio biologico planejado.

Tabela 5.9 - Perfil de aminoacidos do amaranto integral ¢ do isolado protéico de

amaranto desengordurado com alcool etilico, analisados pelo ITAL e Labtec. Dados

sdo apresentados em g de aminoacido/100g de amostra.

Amaranto IPA-Des* IPA-Des* Media para IPA*
Integral ITAL Desengordurado
ITAL LABTEC

Acido Aspartico 0,99 (+0) 7,36 (£0,25) 6,34 7,10 (£0,37)
Treonina 0,43 (£0,04) 3,32 (+0,08) 3,12 3,22 (10,15)
Serina 0,76 (£0,03) 4,34 (£0,14) 4,07 4,07 (£0,39)
Acido Glutdmico 2,23 (£0,12) 14,36 (+0,22) 15,30 14,83 (+0,67)
Prolina 0,54 (+0,10) 4,74 (£1,45) 4,13 4,43 (+0,43)
Glicina 1,07 (£0,06) 5,55 (+1,40) 4,66 5,10 (+0,63)
Alanina 0,52 (+0,06) 3,35 (+0,01) 3,55 3,45 (10,14)
Cistina 0,24(+0,24) 1,65(+0,36) 1,36 1,50 (+0,21)
Valina 0,53 (+0,05) 3,75 (20,16) 4,79 4,27 (10,73)
Metionina 0,24 (+0,08) 2,20 (+0,07) 1,88 2,04 (£0,23)
Isoleucina 0,44 (+0) 3,47 (£0,01) 4,29 3,88 (£0,58)
Leucina 0,73 (+0,01) 5,68 (+0,22) 6,17 5,93 (10,35)
Tirosina 0,40 (+0,06) 3,41 (+0,06) 3,15 3,28 (£0,18)
Fenilalanina 0,55 (£0,04) 4,17 (+0,12) 4,33 4,25 (+0,12)
Lisina 0,74 (+0,03) 4,23 (+0,07) 4,67 4,45 (+0,31)
Histidina 0,31 (+0,07) 2,09 (+0,23) 2,75 2,42 (+0,46)
Arginina 1,18 (£0,01) 8,54 (£0,01) 8,87 8,70 (£0,24)
Triptofano 0,26 (+0) 1,66 1,31 1,48 (£0,25)
Amodnia 0,25 (+0,06) 1,26(£0,37) Nd 1,26
Relagio 0,63 (+0,02) 0,50 (+0,01) 0,53 0,51 (£0,02)
Lisina/Arginina
Soma dos AA 12,10 (£0,14) 83,04 (+0,01) 84,96 84,00 (+1.36)

Valores sdo apresentados como média e entre paréntese esta representado o desvio padrao,

analises realizadas no ITAL foram em duplicata
*IPA Des: Isolado Protéico de Amaranto Desengordurado

Os valores médios da composicdo em aminoacidos obtidos no ITAL -

Instituto de Tecnologia de Alimentos (Campinas, Brasil) (duas determina¢des em
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diferentes datas) e Labtec (Campinas, Brasil), para o isolado protéico de amaranto
desengordurado, diferiram, principalmente, para triptofano, histidina, valina,
isoleucina e cistina, apresentando coeficiente de variagdo de 17%, 19%, 17%, 15% e
14%, respectivamente. Em geral, a soma total de aminoéacidos e a relagdo
lisina/arginina, parametros importantes para este trabalho, nos resultados dos dois
centros de andlise apresentaram pequena diferenga, com coeficiente de variagdo

menor do que 5%.

A andlise das proteinas pelo método da quantificagdo de nitrogénio de
Kjeldahl, usa para conversdo do nitrogénio em proteina o fator 6,25, baseado no fato
de que em média proteinas contém 16% de nitrogénio. No entanto, este valor
depende da composicdo de aminoacidos de cada proteina e da presenga de outros
compostos nitrogenados presentes na amostra ¢ deve ser utilizado apenas quando

estas informagdes ndo estdo disponiveis (FUIIHARA et al. 2001).

Para efeito de calculo do fator de conversao de nitrogénio para uma dada
proteina deve-se dividir a somatéria do peso dos aminoacidos presentes em 100g da
amostra pelo teor de nitrogénio determinado na mesma amostra. Nao se deve somar
o teor de amodnia determinado na analise de aminoacidos (MOSSE 1990). Para o
IPA desengordurado, no ITAL o resultado para teor de nitrogénio foi de 13,90%;
dividindo-se por 83,04 que ¢ a media da somatoria dos aminoacidos determinados no
ITAL por 13,90, tem-se 5,97 como fator de conversdo de nitrogénio para proteina.
No Labtec a somatoria foi de 84,96 e o teor de nitrogénio foi de 13,58%, o que gera

um fator de 6,27. A média destes dois fatores para o IPA desengordurado ¢ de 6,12.
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Para farinha de amaranto integral obteve-se o fator de 5,30, dividindo a
somatoria dos aminodcidos da farinha que é 12,1, pelo teor de nitrogénio obtido na
analise de Kjeldhal, 2,28%. SALO-VAANAMEN e KOIVISTOINEN (1996),
estudando 148 tipos de alimentos, verificaram através de andlise de regressdo, que
um fator geral de 5,33 para os varios grupos de alimentos faz com que o valor da
proteina bruta (determinado via micro-Kjedahl) ficasse proximo aos valores da
proteina verdadeira (obtido pela soma de aminoacidos). A FAO/WHO (2001)
recomenda, para alimentos de origem vegetal, fatores que estdo na faixa de 5,7 a

6,25.

DUARTE-CORREA et al. (1986) calcularam fator de conversdo
nitrogénio para proteina do grao integral de Amaranthus cruentus cultivado em Belo
Horizonte (Brasil), e encontraram o valor de 6,02, no entanto, os valores de
metionina e cisteina deste trabalho podem ter sido subestimados. BECKER et al.
(1981), SALCEDO-CHAVEZ et al. (2002), SCILINGO et al. (2002) citam o fator
5,85 para esta espécie de amaranto. ROBINSON (1992) calculou o fator de
conversdo para Amaranthus cruentus cultivado nos Estados Unidos, como sendo 5,9

se nao se adicionasse amonia no calculo.

Comparando a relagdo lisina/arginina da proteina do amaranto integral
(0,63) e do IPA (0,51) tem-se uma alteracdo deste fator, indicando que houve
exclusdo seletiva de alguns componentes protéicos especificos durante a preparagio

do isolado protéico.

Um dos efeitos deletérios do processo de isolamento da proteina ¢é a

degradagdo de aminoacidos. Uma destas degradagdes ¢ conhecida com beta-
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eliminagdo, que ¢ facilitada em pH alcalino (acima de 8,5) e calor (principalmente
acima de 50°C). Esta rea¢do inicia-se por um ataque nucleofilico ao carbono alfa,
principalmente do aminoécido cisteina (a serina, fosfoserina e treonina também
podem ser degradadas) formando dehidroalanina. Este composto ¢ extremamente
reativo e pode combinar-se com a lisina formando o complexo lisinoalanina, e se
reagir com cisteina formando lantionina. Isto ocasiona perdas nutricionais e alteracao
de digestibilidade da proteina (DAMODARAN 1997; SKORDSKI 2001). SARWAR
et al. (1999) relatam que a formagao de lisinoalanina foi acompanhada da perda de
cistina (73-77%), treonina (35-45%), serina (18-30%) e lisina (19-20%) em isolados
protéicos produzidos por extragdo alcalina em temperatura de 75°C. Ao se comparar
os dados de composi¢ao de aminoacidos do amaranto integral e seu isolado (Tabela
5.10), percebe-se alteracao no conteudo de lisina, mas ndo marcadamente da cisteina,
indicando que a reagdo de beta-eliminagdo ndo ocorreu de forma importante. O fato
de o isolado protéico ter sido processado em temperaturas sempre inferiores a 30°C,

corrobora esta observacgao.

LINDEBOON (2005) também encontrou significante perda de lisina
durante a producdo de isolado protéico de quinoa, e de forma semelhante para o

isolamento da proteina por precipitacio isoelétrica ou por ultracentrifugacao.

A perda da lisina pode ter ocorrido também durante o processo de
desengorduramento do isolado protéico. O isolado foi desengordurado com alcool
etilico, é esperada uma perda da fracdo prolamina (4lcool soluvel). Baseando-se em
relatos de BRESSANI e GARCIA-VELA (1990), que analisaram o perfil de
aminoacidos de cada uma das fracdes da proteina do amaranto, verificou-se que a

relacdo lisina/arginina era maior (0,83) na fracdo prolamina e albumina (1,08),
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quando comparada a globulina (0,48) e glutelina (0,68). E provavel, que a perda
seletiva de fragdes protéicas ricas em lisina ou maior eficiéncia na extragdo das
globulinas tenham alterado a relagdo lisina/arginina no presente trabalho. Uma
investigacdo mais aprofundada seria necessaria, no entanto, para uma resposta

conclusiva.

Os aminodcidos lisina e metionina sdo tidos como capazes de induzir
hipercolesterolemia em coelho, ao passo que a arginina comprovadamente é capaz de
induzir a reducdo do colesterol (SUGANO et al. 1982; KUROWSKA et al. 1990;
KUROWSKA et al. 1993; GIROUX et al. 1999). SANCHEZ et al. (1988) sugerem
que a relacdo lisina/arginina ¢ importante para este efeito, € quanto menor este
coeficiente menor seré a colesterolemia. GORINSTEIN et al. (2001) determinaram o
perfil de aminoacidos de amaranto (4 hypochondriacus) e da soja cultivada no Brasil
e verificaram que a relacdo lisina/arginina foi de 0,51 e 0,63, respectivamente.
SANCHEZ et al. (1988) obtiveram para esta relacdo 0,9 para proteina de soja e 2,2

para a caseina, uma proteina reconhecida como hipercolesterolemizante em coelhos.

O escore quimico da leucina determinado no presente trabalho indica que
este ¢ o aminoacido limitante do amaranto estudado, em concordincia com
SINGHAL e KULKAMI (1988), DUARTE-CORREA et al. (1986) ¢ BECKER
(1981). BRESSANI et al (1989) sugerem que embora o escore quimico a leucina no
amaranto indique ser este o aminoacido limitante, experimentos bioldgicos em ratos
mostram a treonina como primeiro aminoacido limitante. Esta hipotese foi refutada
por GRAHAM et al. (1990), que concluiu ser a leucina o primeiro aminoacido

limitante.



99

Tabela 5.10 - Perfil de aminoacidos do amaranto integral, isolado protéico de
amaranto desengordurado e recomendacdes de aminodcidos essenciais da

FAO/WHO (1991). Dados sao apresentados em g de aminoacido/100g de proteina.

Amaranto IPA Des (2) Duarte- Bressani e FAO/WHO
Integral BRS- Correa Garcia-Vela  (1991) (3)
Alegria (1) (1986) (1990)
Acido Aspartico 8,3 (£0,12) 8,5 (+0,60) 8,0 12,0
Treonina 3,6 (£0,37) 3,8 (£0,25) 4,5 3,9 3,4
Serina 6,4 (£0,18) 4,9 (+0,55) 7,9 5,4
Acido Glutamico 18,6 (0,77) 17,7 (£0,46) 17,1 21,7
Prolina 4,5 (£0,76) 5,3 (£0,61) 4,5 6,7
Glicina 9,0 (£0,38) 6,1 (£0,87) 83 9,9
Alanina 4,3 (£0,46) 4,1 (£0,09) 3,6 8,5
Cistina 2,0 (£0,82) 1,8 (£0,29) 2,0 Nd *
Valina 4,4 (£0,44) 5,1 (£0,77) 4,8 5,4 3,5
Metionina 2,0 (+0,70) 2,4 (+0,32) 1,7 3,0 2,5
(Met+Cys)
Isoleucina 3,7 (£0,07) 4,6 (+0,60) 42 3,1 2,8
Leucina 6,1 (+0,03) 7,1 (£0,29) 7,0 6,0 6,6
Tirosina 3,3 (£0,46) 3,9 (£0,29) 4,4 4,9 o
Fenilalanina 4,6 (£0,31) 5,1 (£0,04) 4,7 5,3 6,3
(Phe+Tyr)
Lisina 6,2 (£0,14) 5,3 (20,27) 6,2 7,4 5,8
Histidina 2,6 (£0,55) 2,9 (£0,50) 2,7 4,7 1,9
Arginina 9,8 (£0,04) 10,4 (£0,09) 7,9 10,5
Triptofano 2,2 (£0,0) 1,8 (£0,33) 1,4 1,4 1,1
Ambnia 2,4 (£0,06) Nd Nd Nd
Relagdo 0,63 (£0,02) 0,51 (£0,02) 0,78 0,70

Lisina/Arginina

(1) analisado no ITAL; (2) Isolado Protéico de Amaranto Desengordurado, media das determinagdes no
ITAL e LABTEC; (3) Recomendacdo da FAO/WHO para pré-escolares

* valor da recomendagdo expresso junto a Metionina; ** valor da recomendagdo expresso junto a

Fenilalanina.

Valores sdo apresentados como média e entre paréntese esta representado o desvio padrao
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5.6  Perfil de Acidos Graxos e Esqualeno da Farinha de Amaranto e Isolado

Protéico de Amaranto

Os dados obtidos (em triplicata) para o perfil de acidos graxos estdo
representados abaixo e comparados com dados de literatura (Tabela 5.11 e Figura
5.7). A principio, foi encontrado um alto teor de acido erucico (C22:1), um
componente toxico, presente no oOleo de colza. O FDA (Food and Drug
Administration) dos Estados Unidos estabeleceu o limite de 2% de 4cido erticico em
6leos comestiveis, pois em niveis maiores que este estaria associado a lesdes

cardiacas.

Tabela 5.11 - Principais acidos graxos do amaranto BRS-Alegria (com e sem o acido

erucico) e dados de literatura (valores expressos em porcentagem).

Acido Graxo A.cruentus A cruentus A.cruentus  A.cruentus A  cruentus A.cruentus
BRS-Alegria BRS-Alegria (EUA) (1)  (Chile)(2)  (El Salvador) (varios
(sem erucico) 3) paises) (4)
Palmitico C16:0 16,5 (+0,6) 19,2 (+1,0) 18,5 19,3 17-21,4 19,5-23,4
Estearico C18:0 32 (40,2) 3,7 (x0,1) 3,3 3,3 3-3,8 0-0,9
Oléico C18:1 30,5 (£2,9) 35,2 (£0,2) 34,2 34,1 20,3-32 30,1-38,9
Linoleico C18:2 35,0 (+3,6) 40,5 (+0,6) 32,5 37,2 33,6-43,9 36,7-46,4
y-Linolénico(®-6) 0,6 (£0,2) 0,7 (£0,2) 0,4 0,9 -- Tragos
C18:3
a-Linolénico(®-3) 0,7 (£0,3) 0,8 (£0,4) 0,4 1,1 -- Tragos
C18:3
Erucico C22:1 13,4 (+8,0) -- 10,0 - - —

(1) Yanez et al.(1994) (2) Becker et al. (1981) (3) Berganza et al. (2003) (4)He et al. (2002)
Valores sdo apresentados como média e entre paréntese esta representado o desvio padrao
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YANEZ et al. (1994) relatam que dos acidos graxos presentes no oleo de
amaranto (4. cruentus) 8 a 10% referem-se ao acido docosaendico. Acido 13-
docosaendico é o nome sistematico do acido ertcico, ou seja, ¢ um acido graxo de 22
atomos de carbono com uma insaturagdo em cis na nona posi¢ao (USDA, 2004). No
entanto, outros autores que investigaram o perfil de acidos graxos do amaranto ndo
relatam a presenca do acido erucico (BECKER et al. 1981; BERGER et al. 2003;
LEON-CAMACHO et al. 2001). Digno de nota, ¢ que estes trabalhos pesquisaram a

presenga de esqualeno.

Ao investigar a presenca de esqualeno nas amostras, verificou-se que o
padrdo de esqualeno (Tempo de Retencdo 24,86-24,96 min) (Figura 5.8) apresentava

0 mesmo tempo de retengdo que o padrao de acido erucico (24,96 min).

RUIZ-GUTIERREZ et al. (2001) relatam que em muitos trabalhos, por
deficiéncias metodoldgicas o esqualeno ¢ confundido com o acido docosaendico, ¢
sugere o uso de cromatografo gasoso acoplado com espectrometro de massas para a
identificagdo inequivoca destes componentes. No presente trabalho, baseando-se na
literatura, este pico passa a ser considerado como referente ao esqualeno. Futuras
analises em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (RUIZ-
GUTIERREZ et al. 2001) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HE et al.

2002) esclarecerao este ponto de forma definitiva, em futuros trabalhos.

Na literatura encontramos diversas referéncias a presenca do esqualeno
no amaranto. HE et al. (2002) relatam a presenga de 7,7% de esqualeno no dleo de
amaranto (A4 cruentus), SALA et al. (1998) apud LEON-CAMACHO et al. (2001)

referem uma quantia de 6 a 8% de esqualeno, ao passo que LEON-CAMACHO et al.
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(2001) encontraram 3,5 a 8,2% em sementes cultivadas no Equador e Italia, variando
conforme o método de extracdo. BERGER et al. (2003a) caracterizaram o 6leo de

amaranto extraido através de soxhlet, e encontrou 6,8% de esqualeno.

Se toda a area detectada em 24,96 minutos corresponder ao esqualeno, as
leituras de diferentes extragdes do 6leo de amaranto apresentaram valor em média de
area do pico de 133.910 + 25.770 (média de quatro determinacdes). Ao aplicar-se
este valor a equacao da reta obtida para a curva-padrao do esqualeno e considerando-
se os procedimentos de extragdo, obtém-se o valor de 6,07g/100g de o6leo de

amaranto, que estd de acordo com a literatura.

O isolado protéico de amaranto integral gerou leitura de 13.425, o que
corresponderia a 0,48g esqualeno/100g de 6leo. O isolado ainda foi submetido a mais
uma etapa de desengorduramento, que reduz ainda mais o teor deste componente. Ou
seja, este componente ndo estard presente em quantidade importante o suficiente para
influenciar no perfil lipidico dos animais. SMITH et al. (2000) citaram que seria
necessaria a presenga de esqualeno em quantidade equivalente a 1% da ragdo para

que os seus efeitos possam exercer efeito sobre o metabolismo lipidico de hamsters.

Vale ressaltar também, que estes valores foram investigativos, uma vez
que este componente ndo era foco do trabalho e, portanto, ndo foram realizados testes

de recuperagdo por contamina¢do com padrao.

O objetivo destas analises foi apenas verificar a queda do componente
esqualeno durante a obtencao do isolado protéico, de forma a garantir que este ndo
estaria presente em quantidades que pudessem influenciar de forma relevante o

metabolismo lipidico dos animais.
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Figura 5.7. Cromatogramas das analises de acidos graxos:

cromatograma do amaranto os principais acidos

graxos

padrdo e amaranto. No

apontados, estdo

representados nos picos: 4 (palmitico), 5(estearico), 6 (oléico), 8 (linoléico), 9 (y-

Linolénico), 10 (a-Linolénico), 11 (ertcico ou esqualeno?).
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5.7 Composicao das Rag¢oes Utilizadas no Experimento com Animais

5.7.1 Dieta Experimento Piloto

Os resultados de cinzas, umidade e lipideos referem-se a determinagdes
em triplicata. As andlises de proteina foram repetidas 5 vezes, e os de colesterol

foram resultados de trés determinacdes realizadas em trés extragdes da matriz

(Tabela 5.12)

Tabela 5.12 Composi¢ao (base seca) de racdes utilizadas no experimento Piloto,

representado em g/100g de dieta.

Dieta Caseina Dieta Colesterol Dieta Saturados
Umidade 7.1 (£0.3) 7.0 (£0.2) 7.0 (£0.2)
Proteina* 32.0 (£1.4) 19.3 (£0.7) 18.2 (£0.8)
Lipideos 15.6 (0.2) 15.8 (£0.2) 16.2 (£0.1)
Cinzas 2.0 (+0.04) 1.8 (£0.02) 2.0 (£0.03)
Carboidratos** 50.4 63.1 63.7
Colesterol 0.05 (£0.008) 0.22 (£0.051) 0.04 (£0.006)

*Nx6,25 **calculado pela diferencga (inclui fibras)
Valores sdo apresentados como média e entre paréntese estd representado o desvio padrao

A composicao centesimal e perfil de 4cidos graxos (Tabela 5.13) estdo de

acordo com o planejado (Tabela 4.2).
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Tabela 5.13 - Perfil de acidos graxos das ragdes utilizadas no experimento Piloto

(valores expressos em %).

Acidos Graxos Dieta Colesterol Dieta Caseina Dieta Saturados
Total Saturados 40,5 (+0,6) 39,3 (+1,5) 75,8 (x11)
Total Monoinsaturados 27,8 (£0) 25,6 (£4,9) 13,3 (£2,8)
Total Polinsaturados 31,8 (£0,6) 35,0 (£6,2) 11,0 (£8,2)

5.7.2 Dieta Experimento Principal e Experimento Aminoacidos

Os resultados de cinzas, umidade, proteinas e lipideos (Tabela 5.14) e
perfil de acidos graxos (Tabela 5.15) para as dietas do experimento Principal

referem-se a determinagdes em triplicata

Tabela 5.14 - Composicao (base seca) de ragdes utilizadas no experimento Principal,

representado em g/100g de dieta.

Dieta  Hiper Dieta Dieta AM Dieta Dieta

(a) Controle (b) CAS+AM(c) Aproteica
Umidade 6.2 (£0.1) 6.5(x0.4) 11.5(£0.3) 4.6 (%0.3) 4.8 (£0.3)
Proteina* 31.9(x0.4) 18.5(%0.2) 20.5(£0.8) 29.7(£0.8) 0.3 (£0.01)
Lipideos 15.8 (20.1) 16.2 (£0.3) 153 (£0.1) 15.2(%0.2) 15.7(%0.2)
Cinzas 3.0 (£0.06) 2.5 (£0.06) 2.7 (£0.08) 2.9 (+0.06) 2.5(0.02)
Carboidratos** 49.3 62.8 61.5 52.2 81.5
Colesterol 0.07 (0.006) 0.07 0.06 0.07 0.09

(£0.008)  (£0.008)  (+0.011)  (£0.013)

*Nx6,25 **calculado pela diferenca (inclui fibras)

(a) HIPER = hipercolesterolemizante; (b) AM= isolado protéico de amaranto (c) CAS+AM= caseina +
isolado protéico de amaranto

Valores sdo apresentados como média(n=3) e entre paréntese esta representado o desvio padrao
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Tabela 5.15 - Perfil dos principais acidos graxos das ragdes utilizadas no

experimento Principal (valores expressos em %).

Acidos Graxos Dieta Dieta Dieta Dieta AM
Hiper Controle CAS+AM

Total Saturados 44,1 (£7,6) 45,0 (£2,9) 44,2 (£2,4) 43,2 (£2,9)

Total Monoinsaturados 27,3 (£1,2) 26,9 (£1,8) 26,0 (£1,6) 25,9 (£1,7)

Total Polinsaturados 28,7 (£6,4) 28,1 (£1,1) 29,8 (£0,8) 30,9 (£1,3)

(a) HIPER = hipercolesterolemizante; (b) AM= isolado protéico de amaranto (c) CAS+AM= caseina +
isolado protéico de amaranto
Valores sdo apresentados como média(n=3) e entre paréntese esta representado o desvio padrao

As ragdes apresentaram composi¢ao conforme o previsto, com teor de
colesterol e lipideos bastante semelhantes, o que possibilita avaliar exclusivamente o

efeito do teor e qualidade da proteina presente em cada uma das ragdes.

Os resultados de cinzas, umidade, proteinas e lipideos (Tabela 5.16) e

perfil de 4acidos graxos (Tabela 5.17) para as dietas do experimento Aminoacidos.

Tabela 5.16 - Composicao (base seca) de ragdes utilizadas no experimento

Aminodcidos, representado em g/100g de dieta.

Dieta Hiper Dieta Dieta Dieta Dieta
(a) Controle AA CAS (b)) CAS+ ARG AA AM (d)
(0

Umidade 7.7 (£0.25) 6.7 (£0.2) 5.2 (20.24) 6.6 (£0.20) 6.1 (£0.07)
Proteina* 32.6 (£0.14) 18.5(+0.39) 19.8 (+0.44) 22.8 (#0.8)  23.5(+0.02)
Lipideos 16.1 (£0.05) 17.3 (+0.07) 15.6(+0.13) 16.3 (£0.09) 14.8 (+2.14)
Cinzas 3.2 (x0.09) 2.9 (£0.06) 3.9 (x0.06) 3.7 (0.05) 4.0 (£0.06)
Carboidratos** 48.1 61.3 52.3 57.2 60.9
Colesterol 0.07 0.07 0.04 0.05 0.06

(£0.006) (£0.006) (£0.008) (£0.012) (£0.017)

*Nx6,25 **calculado pela diferenca (inclui fibras)

(a) HIPER = hipercolesterolemizante; (b) AA CAS = mistura de aminoacido que simula 20% de caseina;
(c) CAS+ARG = 20% de caseina + arginina; (d) AA AM= mistura de aminoacidos que simula 20% de
isolado protéico de amaranto

Valores sdo apresentados como média(n=3) e entre paréntese esta representado o desvio padrio
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Tabela 5.17 - Perfil dos principais acidos graxos das ragdes utilizadas no

experimento aminoacidos (valores expressos em %).

Acidos Graxos Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
Hiper Controle CAS+ARG AA CAS AAAM
Total Saturados 47,9 41,9 42,9 (£5,9) 394 40,4
(+1,6) (£3,6) (£2,4) (£3,2)
Total Monoinsaturados 25,2 34,1 30,2 (x0,8) 298 27,3
(x1,5) (£3,7) (+2,7) (+4,0)
Total Polinsaturados 27,0 24,0 26,9 (£6,8) 30,8 32,3
(+0,9) (£6,0) (£2,5) (+£1,9)

a) HIPER = hipercolesterolemizante; (b) AA CAS = mistura de aminoacido que simula 20% de caseina; (c)
CAS+ARG = 20% de caseina + arginina; (d) AA AM= mistura de aminoacidos que simula 20% de isolado
protéico de amaranto

Valores sdo apresentados como média(n=3) e entre paréntese esta representado o desvio padrao

A dieta controle utilizada no experimento aminoacidos tem teor de
lipideos ligeiramente superior ao das outras ragdes. A dieta aminodcidos do amaranto
por sua vez, tem o teor de proteina um pouco superior ao esperado. No entanto, o
perfil de aminoacidos estd bastante proximo a formulacdo tedrica, conforme

apresentado na Tabela 5.18.
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Tabela 5.18 - Perfil de aminoacidos das ragdes aminoacidos do amaranto e

aminoacidos da caseina. Dados s3o apresentados em g de aminoacido/100g de

proteina.
Aminoacido AA CAS® AA AM®
Encomendado Determinado Encomendado Determinado
Acido Aspartico 6,5 6,0 8,2 8,1
Treonina 39 3,7 3,7 3,7
Serina 5,6 5,7 4,7 5,1
Acido Glutdmico 20,8 26,3 16,6 20,7
Prolina 12,1 10,1 5,2 4,3
Glicina 1,7 1,6 6,0 6,2
Alanina 2,8 2.5 3,9 3,5
Cistina 0,4 0,3 1,8 1,3
Valina 5,6 5,8 4.6 4.5
Metionina 2,5 23 2,4 23
Isoleucina 4.8 4.6 42 3,8
Leucina 8,8 8,7 6,6 6,3
Tirosina 5,1 4.2 3,8 3,1
Triptofano 1,7* 2,0 1,7 1,7
Fenilalanina 4.8 4.5 4.8 4.5
Lisina 7,4 6,5 49 5,4
Histidina 2,5 2.3 2,6 3,2
Arginina 3,6 33 9,8 12,5
Relacao 2,05 1,99 0,50 0,43
Lisina/Arginina

(a) AA CAS = mistura de aminoacido que simula 20% de caseina (b) AA AM= mistura de aminoacidos que
simula 20% de isolado protéico de amaranto

Para efeito de comparagao dos teores de proteinas, nas diferentes dietas,
foi construida a Tabela 5.19. Os teores de proteina nas dietas estdo apresentados em

base imida, pois mais se aproxima da forma que eram consumidas.
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Tabela 5.19 - Teor de proteina de dietas (base umida) utilizadas nos experimentos

Piloto, Principal e Aminoacidos representado em g/100g de dieta.

Dieta Teor de Proteina
(2/100g de amostra)

Experimento Piloto

Dieta Caseina 29,9 (+1,27)
Dieta Colesterol 18,0 (£0,67)
Dieta Saturados 17,0 (£0,74)
Experimento Principal

Dieta Hipercolesterolemizante 29,2 (£0,44)
Dieta Controle 17,3 (£0,20)
Diecta Amaranto 18,3 (+0,31)
Dieta Caseina + Amaranto 28,3 (£0,80)
Dieta Aminoacidos do Amaranto 17,1 (+0,10)
Dieta Aprotéica 0,3 (£0,01)

Experimento Aminodcidos

Dieta Hipercolesterolemizante 30,1 (20,13)
Dieta Controle 17,2 (£0,38)
Dieta Aminoacidos da Caseina 19,0 (£0,41)
Dieta Caseina + Arginina 21,4 (£0,24)
Dieta Aminoacidos do Amaranto 21,6 (20,02)

Valores sdo apresentados como média(n=5) e entre paréntese esta representado o desvio padrao

5.8 Resultados do Experimento Piloto

O consumo de dieta, ingestdo total durante 3 semanas, consumo diario
médio e coeficiente de eficicia alimentar obtido ao final de 3 semanas de ingestdo da
dieta experimental ¢ apresentado na Tabela 5.20. Estes mesmos pardmetros relativos

ao periodo final (apds 5 semanas de ingestdo) sdo apresentados na Tabela 5.21.
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Tabela 5.20 - Consumo diario de dieta e consumo total nas 3 semanas, ganho de
peso e coeficiente de eficdcia alimentar para hamsters alimentados com diferentes

dietas no experimento Piloto (apds 3 semanas)

Dieta Caseina Dieta Colesterol Dieta Saturados
Peso Ganho (g) 31,85 34,86 33,22

(£10,19) (£3,10) (£6.85)
Ingestdo de Dieta (g) 106,07 116,40 116,33

(£7,09) (£2,52) (£24,34)
Consumo Diario Médio (g) 4,82 5,29 5,30

(£1,34) (£1.27) (£1.85)
CEA(%) 29,88 29,92 28,62

(£8,33) (£2,04) (£2,44)

CEA: Coeficiente de eficacia alimentar= peso ganho/ingestdo de alimentos x100
Valores sdo apresentados como média(n=3 animais/grupo) e entre paréntese esta representado o desvio
padrao

Tabela 5.21 - Média de consumo diario de dieta e consumo total nas 5 semanas,
ganho de peso e coeficinte de eficacia alimentar para hamsters alimentados com

diferentes dietas no experimento piloto (apds 5 semanas)

Caseina Colesterol Saturados
Peso Ganho (g) 33,85b 37,03 ab 48,17 a
(+2,86) (£3,75) (£3,62)
Ingestdo de Dieta (g) 156,73 155,59 182,40
(£13,33) (£7,34) (*17,72)
Consumo Diario Médio (g) 4,65 4,81 5,05
(£1,55) (£1,49) (£1,90)
CEA(%) 21,62 23,77 26,63
(£1,15) (£1,29) (£4,57)

CEA: Coeficiente de eficacia alimentar= peso ganho/ingestdo de alimentos x100

Valores sdo apresentados como média(n=3 animais/grupo) e entre paréntese esta representado o desvio
padrao

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)
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Apesar do peso dos animais dos diferentes grupos (Caseina e Saturados)
diferirem ao final do periodo de 5 semanas, o mesmo nao foi observado na terceira
semana. Isso refletiu o consumo maior ao longo de todo periodo dos animais da dieta
saturada, embora a ingestdo total da dieta ndo tenha apresentado diferenga

estatisticamente significativa.

Notou-se que os animais tém tendéncia a rejeitarem as dietas

experimentais se as mesmas nao forem repostas todos os dias.

Os resultados do perfil lipidico ao longo de 3 e 5 semanas de consumo

das diferentes dietas hipercolesterolemizantes estdo apresentados na Tabela 5.22.

Segundo laudo clinico de analises laboratoriais emitido pelo Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP para hamsters, os valores de referéncia
de colesterol total variam de 40 a 94 mg/dL e o de triglicérides de 125 a 214mg/dL.
Os valores para triglicérides obtidos no presente experimento foram bastante
inferiores quando comparados a este laudo. NISTOR et al. (1987) referem o teor de
colesterol total normal em hamster como sendo de 38 a 114 mg/dL (media de

64mg/dL), o de HDL como em média 36mg/dL e o de LDL-C como 26 mg/dL.

NISTOR et al. (1987) relatam que o colesterol total de hamsters alterou-
se apenas ap6s 2 a 3 semanas da ingestdao de dieta contendo altos teores de colesterol
(3%), e que o aumento foi de aproximadamente 4 vezes apds a quarta semana com a

dieta.
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Tabela 5.22 - Perfil lipidico plasmatico dos hamsters do ensaio Piloto.

Caseina Colesterol Saturados
Basal 3 sem 5 sem 3 sem 5 sem 3 sem 5 sem
Colesterol 43,7b  149,6ac  146ac 110,32 146,1c¢  116,8ac 127,2ac

Total (mg/dL)  (£8,4) (£38,2) (£32,3) (£14,1) (£5,1) (£17.4) (& 11,0)

Triglicérides 50,6a 8l,6ab 73,8ab 104,3b 744ab 116,6b 83,7ab

(mg/dL) (£9,5) (£30,0) (£32,0) (£23.2) (27,3) (¥28,4) (460,3)
HDL-C 27,b  48,0a  463a 61,82  693a 6692  59,7a
(mg/dL) (£0,8) (x10,5) (£6,0) (£12,8) (¥3,7) (£10,8) (£8,6)
VLDL-C 10,la  16,3ab  14.8ab 209b  149ab 223b  16,7ab
(mg/dL) (£1,9) (#6,0) (£64) (#4,6) (21,5 (#57)  (£54)
LDL-C 1092 853b  849b  27.6ac  62,0b  27,5ac  56,2bc
(mg/dL) (£3,1)  (#32,3) (£32,6) (£102) (210,0) (£10,9) (£2,0)

VLDL+LDL-C 21,0a 10l,6c  99,7c 48,5b 76,9b¢  49,8b 67,6bc

(mg/dL) (+4,1) (¥27,9) (£26,7) (£103) (38,8) (+14,0) (£2,5)
Valores sdo apresentados como média (n=3animais/grupo) e entre paréntese esta representado o desvio
padrao

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

Para colesterol total sérico observou-se que o aumento obtido em relacao
ao inicio do experimento, ja nas trés primeiras semanas de dieta, foi significativo,
sendo que apenas na dieta colesterol ¢ que houve incremento significativamente
diferente entre a terceira e quinta semana de dieta. Isto significa que para qualquer
uma das ragdes, 3 semanas ja ¢ tempo suficiente para se ter um aumento dos niveis
de colesterol de 2 a 3 vezes em relacdo ao valor basal. Nao houve diferenca

significativa em relagdo as 3 dietas neste periodo, o que sugere que a dieta rica em
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caseina pode ser tdo eficiente, quanto as outras geralmente utilizadas em

experimentos de inducdo de hipercolesterolemia.

O aumento de triglicérides ocorreu, principalmente, com as ragdes ricas
em colesterol e com alto teor de acidos graxos saturados, € ndo tdo marcadamente na
dieta rica em caseina. Os resultados de triglicérides tiveram coeficiente de variagdo

alto, indicando uma grande variabilidade individual de respostas as dietas oferecidas.

Em relagdo as fragdes de colesterol, optou-se por representar a soma das
lipoproteinas VLDL-C+LDL-C, o que alguns autores preferem chamar de Colesterol
nao-HDL, uma vez que ambas sdo calculadas a partir da féormula de Friedwald, e
com isso reduziram-se os coeficientes de variacdo para estes dados. O aumento
nestas fragdes, geralmente tido como indesejavel para a manutengdo da saude, foi

percebido em todas as ragdes, sendo maior na dieta rica em caseina.

O valor de HDL-C teve aumento similar em todas as ragdes

experimentadas.

As Figuras 5.9 a 5.12 representam graficamente os dados apresentados na
Tabela 5.22, de forma a facilitar a visualizacdo. Nestas figuras também foram
incluidos os dados referentes as trés semanas que os animais voltaram a se alimentar
com ragdo comercial (apds as cinco semanas com a dieta experimental), mostrando
que o aumento de triglicérides, colesterol e suas fracdes nido se deveu ao
envelhecimento dos animais, uma vez que quando eles voltam a se alimentar com

dietas equilibradas, todos os valores destes parametros plasmaticos voltam a cair.
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Concentracdo de triglicérides no plasma de hamsters do experimento

Figura 5.10. Concentracao de colesterol total no plasma de hamsters do experimento

Piloto.
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Embora todas as ragcdes demonstrassem igual potencial para aumentar o
colesterol, a dieta rica em caseina produziu um perfil bastante adequado para a
inducdo de hipercolesterolemia no presente estudo (Figura 5.13), uma vez que teve
como principal fracdo carreadora de colesterol a LDL (57%), j4 nas 3 primeiras

semanas de dieta, simulando o que ocorre em humanos, quando estdo em

hipercolesterolemia.
100%
90% |
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Figura 5.13. Distribui¢do do colesterol nas diferentes fracdes de lipoproteinas de
acordo com a dieta e dia de coleta, em hamsters do ensaio Piloto (Cas: dieta caseina;
Col: dieta colesterol; Sat: dieta saturados; 3s: coleta na 3" semana; 5s: coleta na 5°

semana).
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Sabe-se que uma dieta isenta de colesterol e enriquecida com caseina
induz hipercolesterolemia em coelhos (BEYNEN et al. 1986; PFEUFFER 1989;
DALEY et al. 1994). Os mecanismos pelos quais a hipercolesterolemia ¢ induzida
com a dieta de caseina podem ser classificados como gastrointestinais ou
metabolicos. Entre os eventos gastrointestinais, estdo as mudangas na excre¢ao e
absor¢do de esterdis ¢ aumento na absorcdo de acidos biliares. Os eventos
metabolicos incluem modificacdes na secrecdo de VLDL, nos receptores de LDL e

na atividade da HMG-CoA redutase (PFEUFFER 1989).

A absor¢do aumentada dos acidos biliares induzida pela caseina leva a
uma maior concentragdo de acidos biliares na veia porta e, consequentemente, no
figado. Isso levaria a inibicdo da enzima 7a-hidroxilase, enzima que catalisa o
primeiro passo na conversdo de colesterol em 4cidos biliares. Assim, a sintese
reduzida de acidos biliares resultaria em quantidades aumentadas de colesterol no

figado (BEYNEN et al. 1986).

Os eventos metabolicos provocados pela dieta de caseina estdo
relacionados a diminui¢do na ligagdo da B-VLDL aos receptores no figado e
consequente diminui¢do no catabolismo de VLDL (BEYNEN ef al. 1986). Isso
levaria ao aumento de VLDL no plasma e aumento da conversao de VLDL e IDL em
LDL, provocando uma elevacao desta ultima (PFEUFFER 1989) similar a observada

em humanos.
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5.9. Experimento Hipercolesterolemizante em Fémeas

Neste ensaio as fémeas de hamsters foram alimentadas com a dieta
Hipercolesterolemizante, sendo que a partir da terceira semana, dois animais foram

sacrificados a cada duas semanas (21, 35, 49 e 63 dias)

Conforme mostra a Tabela 5.23 ndo houve alteragdo do consumo ao
longo do experimento. O peso do figado ou a propor¢do do mesmo com relagdo ao

peso do animal, também nao foi alterado.

Tabela 5.23 - Consumo e peso do figado para os animais mantidos por diferentes

tempos na dieta hipercolesterolemizante no experimento Hipercolesterolemizante em

Fémeas.
21 dias 35 dias 49 dias 63 dias

Consumo Diario 7,54 a 6,63 b 6,43 Db 7,29 ab
Meédio (g) (£ 1,70) (£ 1,90) (£1,22) (£0,87)
Peso Figado/Peso do  Nd 4,20 a 431 a 3,67 a
Animal (%) (£0,12) (£ 0,64) (£0,08)
Peso do Figado (g) Nd 4,86 a 5,74 a 5,14 a

(£0,024) (£ 1,90) (£ 1,06)
Valores sdo apresentados como média(n=3 animais/grupo) e entre paréntese esta representado o desvio
padrdo

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)
Nd = ndo determinado

Os niveis de colesterol total, triglicérides, HDL-C e de Colesterol nao-
HDL nao variaram de forma significativa ao longo da terceira e nona semanas.

Todos estes indices aumentaram do nivel basal até trés semanas, que foi o periodo
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escolhido para indugdo de hipercolesterolemia nos hamsters dos estudos aplicados
neste trabalho (Tabela 5.24). Os niveis destes componentes permanecendo altos
podem ter causado injarias teciduais, como a formagdo de placa de ateroma e
esteatose. Isto serd investigado futuramente através das laminas dos 6rgaos coradas

por hematoxilina-eosina ja preparadas e, atualmente, armazenadas.

Tabela 5.24 - Perfil lipidico plasmatico durante o experimento

Hipercolesterolemizante em Fémeas.

Basal 21 dias 35 dias 49 dias 63 dias

Triglicérides (mg/dL) 105,0b 142,0a 138,0 a 162,0 a 152,0a

(£45,1) (£49,5) (£9,2) (+115,7) (+ 94,1)

Colesterol Total 91,0b 145,0 a 142,0 a 133,0 a 140,0 a

(mg/dL) (*13,1) (£255) (12,9 (+29,7) (*11,3)
HDL-C (mg/dL) 60,0b 92,0a 95,0 a 88,0 a 105,0 a
(£62) (£156)  (£9,9) (+ 18,4) (*7.8)

Colesterol ndao-HDL 32,0b 53,0a 47,0 a 45,0 a 36,0 ab
(mg/dL) (+83) (£9.,9) (£2.3) (*11,3) (*3,5)

Valores sdo apresentados como média (basal n=5 e os outros n=2 animais/grupo) e entre paréntese esta
representado o desvio padrao

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

BEYNEN et al. (1983) afirmam que quando se altera a dieta de
coelhos de proteina de soja para caseina, a hipercolesterolemia ja ¢ observada dentro
de 7 dias (aumento de 55%) e € progressiva até o fim do experimento. Apos 36 dias o
aumento atinge cerca de 120% do valor inicial. Apesar do aumento do colesterol, a
concentragao plasmatica HDL-C ndo aumentou de forma significativa. O colesterol
total aumentou devido ao aumento das fracoes LDL e IDL. A sintese da

apolipoproteina B, presente na LDL, ¢ estimulada pela dieta contendo caseina

(KHOSLA et al., 1989).
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A distribui¢do do colesterol nas lipoproteinas, neste experimento, esta

representada na Figura 5.14.
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Figura 5.14. Distribuicdo do colesterol nas diferentes lipoproteinas nos animais
sacrificados no decorrer do experimento Hipercolesterolemizante em Fémeas (os
nimeros assinalados nas barras referem-se aos valores colesterol expressos em

mg/dL da respectiva fragdo lipoprotéica).

O hamster, assim como o homem, tem CETP no plasma (STEIN et al.
1990), o que o faz melhor modelo animal dentre outros animais que ndo a possuem,
como suinos, ratos € camundongos. A fun¢do da CETP ¢ trocar triglicérides por
ésteres de colesterol na HDL. O plasma de hamsters, no entanto, apresenta baixo

nivel da proteina CETP, e diferente dos humanos hipertrigliceridémicos, altas
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concentragdes de triglicérides nao resultam em uma perda de colesterol éster pela
HDL (ROBINS et al. 1995). Isto poderia explicar porque a concentragdo de

triglicérides e HDL-C aumentaram concomitantemente.

5.10. E Possivel Comparar os Resultados dos Machos e das Fémeas?

O experimento Principal foi realizado com machos e o experimento
Aminodcidos foi realizado com fémeas, ambos os grupos eram hamsters recém-
desmamados da mesma linhagem, com aproximadamente 3 semanas de vida.
Andlises estatisticas baseadas no peso e perfil lipidico foram feitas para averiguarem
se machos e fémeas poderiam ser comparados, pois tinham comportamento
semelhante na parte inicial do estudo, que ¢ a indugdo de hipercolesterolemia e

receberam a mesma dieta Controle.

No momento da chegada, os machos apresentam peso semelhante aos das
fémeas (57,5 g e 57,0 g). No entanto, apdés o consumo da dieta
hipercolesterolemizante as fémeas, por em media terem maior consumo que 0s
machos, apresentaram peso maior, 104,5 g (+ 12,9) ao passo que os machos pesavam

87,6 g (+ 10,9).

O colesterol total, varidvel mais importante do estudo, estava

significativamente maior nas fémeas (91,4 mg/dL) que nos machos (72,8 mg/dL) no
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momento basal. Apds a dieta hipercolesterolemizante, observou-se que as medidas

plasmaticas dos dois sexos foram semelhantes, e tornaram-se novamente diferentes

quando comparamos os animais que consumiram dieta Controle.

Os teores de colesterol na HDL foram os provaveis responsaveis por esta

diferenca do periodo basal e da dieta controle (Tabela 5.25). Se considera-se o valor

de Colesterol ndo-HDL, o que em suma, ¢ aquele geralmente afetado por

manipulagdes dietéticas, as comparagdes entre machos e fémeas parecem possiveis.

Tabela 5.25 — Comparagao de médias das varidveis plasmaticos de machos e fémeas

antes do inicio das dietas experimentais (basal), apos 3 semanas de consumo da dieta

hipercolesterolemizante e 4 semanas de consumo da dieta controle, e seus

respectivos p-valores da analise de variancia (ANOVA).

Variavel Momento Macho Fémea p-valor
Colesterol Basal 72,8 £10,7 91,4 £ 13,1 0,013
Total Hiper 133,0 £ 18,9 141,7 £20,5 0,368
(mg/dL) Controle 126,4 + 14,1 146,2 £ 20,8 0,030
Triglicérides  Basal 112,0 + 24,6 104,8 £ 45,1 0,722
(mg/dL) Hiper 126,0 = 30,3 137,1 £53,4 0,566
Controle 125,5+ 33,3 78,4 £45,1 0,025
HDL-C Basal 45,3 +6,7 59,8 +6,2 0,003
(mg/dL) Hiper 78,6 £83 86,5+ 11,6 0,091
Controle 89,6 £9,2 112,8 £ 18,9 0,005
Nao-HDL-C  Basal 254+4.5 31,6 £8,3 0,124
(mg/dL) Hiper 544+11,9 51,9+11,4 0,640
Controle 36,8+ 7,0 33,3+ 14,6 0,529
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ROBINS et al. (1995) comparando diferengas entre machos e fémeas de
hamster da linhagem F1B, encontraram que quando submetidos a uma dieta de alto
teor de gordura, rica em acidos graxos saturados, as fémeas responderam com maior
aumento de HDL-C ao passo que os machos tiveram maior aumento do Colesterol
nao-HDL. No entanto, diferentemente dos resultados observados no presente
experimento, as fémeas tiveram aumento do teor de colesterol total menor que o dos
machos; este fator de protecio foi revertido quando as mesmas foram

ovarectomizadas.

5.11. Experimento Bioldgico Principal

5.11.1 Consumo de Dieta e Peso dos Animais

O consumo de dieta, ingestdo total durante as quatro semanas do
experimento, consumo didrio médio e coeficiente de eficacia alimentar das dietas
controle, dieta contendo caseina e isolado protéico de amaranto (CAS+AM) e dieta

com proteina isolada de amaranto estdo apresentados na Tabela 5.26.

O consumo de dieta foi aferido diariamente, pela diferenga entre o

alimento oferecido e o residual. O coeficiente de eficacia alimentar foi obtido pelo
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quociente entre o ganho de peso total e o consumo de dieta durante os 28 dias (dieta

experimental) e 21 dias para dieta hipercolesterolemizante (Hiper).

Tabela 5.26 - Ingestdo de dieta diaria, ganho de peso e coeficiente de eficacia

alimentar para hamsters alimentados com diferentes dietas no experimento Principal.

Hiper Controle CAS+AM AM
Peso Ganho (g) 27,08 a 26,75 a 15,82 ab 591b

(£13,06) (£9,67) (£16,66) (+13,06)
Ingestao Total de 111,95a 150,90 b 152,93 b 134,12 b
Dieta (g) (£14,32) (*14,11) (£28.,93) (£39,06)
Consumo Diario Médio 5,27 a 6,069 ¢ 6,12 b 5,37 a
(2) (1,02) (1,14) (£1,8) (*1,73)
CEA(%) 2231 a 17,70 ab 9,10 be 344 c

(£10,62) (£6,24) (£10,03) (9,93)

CEA: Coeficiente de eficacia alimentar= peso ganho/ingestao de alimentos x100
As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

Os animais alimentados com dieta controle tiveram maior consumo
diario médio, mas na soma da ingestdo total no periodo nao diferiu do grupo
CAS+AM, nem do grupo AM. Os animais alimentados com a dieta AM, embora
tivessem o consumo médio semelhante ao da dieta Hiper, apresentaram ganho de
peso inferior ao desta e ao da dieta controle, o que refletiu no menor coeficiente de

eficacia alimentar.

Hamsters que consumiram a dieta CAS+AM, embora tivessem ingestao
total de dieta e ganho de peso similares ao da dieta Controle, apresentaram um CEA
menor que esta, embora ndo diferindo significativamente, e comparavel a dieta AM.
Ou seja, ambas as dietas contendo proteina de amaranto tiveram tendéncia a

apresentar CEA inferiores aos das dietas contendo exclusivamente caseina, mesmo
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quando o consumo foi igual ao de outras racdes. Mesmo alimentando-se apenas trés

semanas, o grupo Hiper teve ganho de peso similar ao da dieta Controle e CAS+AM.

5.11.2. Peso do Figado

O peso do figado, bem como a relagdo peso do figado/peso do animal,
dos animais alimentados com as dietas CAS+AM ou AM ndo diferiram entre si e

foram inferiores aos dos animais alimentados com a dieta controle (Tabela 5.27).

Tabela 5.27 - Peso do figado dos hamsters do experimento Principal

Controle CAS+AM Amaranto
Peso do Figado (g) 5,13a 347b 2,86 b
(£0,42) (£0,74) (£0,46)
Peso Figado/ Peso 4,24 a 3,37b 3,08 b
do Animal (%) (+0,31) (£0,39) (£0,30)

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

TRAUTWEIN et al. (1993b) consideraram a relagao peso do figado/peso
do animal 3,7% mais desejavel do que valores maiores, pois maiores valores estavam
associados ao acumulo de colesterol no figado. Em outro trabalho, comparando 4

linhagens de hamsters alimentados com dieta isenta de colesterol, a porcentagem de
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peso do figado em relagdo ao peso corporal variou em torno de 3,5 a 4,1%

(TRAUTWEIN et al.1993a).

Ratos alimentados com dieta contendo 1% de colesterol tiveram o peso
do figado em torno de 4,1% do peso corporeo, ao passo que 0s que tiveram amaranto
adicionado a dieta, tiveram o peso do figado menor (3,7%). Estes ultimos
apresentavam menores teores de lipideos totais (38%) e de colesterol (44%) no

figado (CHATUVERDI ef al. 1993).

Considerando estes autores, os resultados obtidos neste estudo estdo de

acordo com a literatura.

5.11.3. Perfil Lipidico

A concentra¢do plasmatica de colesterol total, triglicérides e colesterol
contido nas lipoproteinas HDL, VLDL e LDL, esté ilustrada nas Figuras 5.15 a 5.19,
para os animais que sofreram coleta antes do inicio de experimento (basal), apos trés
semanas alimentando-se com dieta hipercolesterolemizante (rica em caseina); cinco
dias apos o inicio do consumo das dietas experimentais controle, CAS+AM, AM e ao

final do periodo experimental.

Com objetivo de verificar se houve variagdes dos niveis plasmaticos das
lipoproteinas foi necessaria a utilizacdo de trés andlises de variancia (NETER et al.

1996), devido a forma como os dados foram coletados. Analises estatisticas foram
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realizadas considerando quatro variaveis plasmaticas: colesterol total, triglicérides,
HDL-C e colesterol nao-HDL (soma de colesterol contido na LDL e VLDL). Para os
casos de rejeicdo de hipotese de igualdade das médias (Anexo 2), foram realizadas

comparagdes multiplas de Bonferroni (NETER et al., 1996).
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Figura 5.15. Concentragdo de triglicérides no plasma de hamsters nos diferentes
momentos (0 Dias: apds adaptagdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds 3 semanas
de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apds 5 dias das dietas experimentais; 49

Dias: ap6s 28 dias das dietas experimentais) do experimento Principal.
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Figura 5.16. Concentragdo de colesterol total no plasma de hamsters nos diferentes

momentos (0 Dias: ap6s adaptacdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds 3 semanas

de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apos 5 dias das dietas experimentais; 49

Dias: ap6s 28 dias das dietas experimentais) do experimento Principal.
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Figura 5.17. Concentragdo de HDL-Colesterol no plasma de hamsters nos diferentes

momentos (0 Dias: ap6s adaptagcdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds 3 semanas

de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apos 5 dias das dietas experimentais; 49

Dias: apos 28 dias das dietas experimentais) do experimento Principal
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Figura 5.18. Concentracao de LDL-Colesterol no plasma de hamsters nos diferentes
momentos (0 Dias: ap6s adaptagdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds 3 semanas
de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apos 5 dias das dietas experimentais; 49

Dias: apos 28 dias das dietas experimentais) do experimento Principal
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Figura 5.19. Concentragdo de VLDL-Colesterol no plasma de hamsters nos
diferentes momentos (0 Dias: apds adaptacdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds
3 semanas de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apds 5 dias das dietas
experimentais; 49 Dias: ap6s 28 dias das dietas experimentais) do experimento

Principal.
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Figura 5.20. Representagdo conjunta da concentragdo de VLDL-Colesterol e LDL-
Colesterol, como Colesterol ndao-HDL no plasma de hamsters nos diferentes
momentos (0 Dias: apds adaptagdo dos animais ao biotério; 21 Dias: apds 3 semanas
de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apds 5 dias das dietas experimentais; 49

Dias: ap6s 28 dias das dietas experimentais) do experimento Principal.

No primeiro conjunto de andlises de varidancia (ANOVA), foram
ajustados modelos com o objetivo de verificar se ha diferenca entre os valores
médios coletados na etapa basal, apds o consumo da dieta hiper e apés uma semana

de consumo das dietas experimentais (Anexo 3).
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No segundo conjunto de analises de variancia, foram ajustados modelos
similares aos do primeiro conjunto, porém, ao invés dos valores plasmaticos
coletados apos a primeira semana de consumo das dietas experimentais, utilizaram-se

os do final das quatro semanas de consumo destas dietas (Anexo 4).

Finalmente, o terceiro conjunto de andlises de variancia, teve como
objetivo comparar os valores plasmaticos apds o consumo de uma e quatro semanas
das dietas experimentais (Anexo 5). Estes modelos de ANOVA incluem as dietas
experimentais ¢ medidas repetidas no tempo, e utilizam diferencas de médias para

testar a hipotese de igualdade das mesmas.

As Figuras 5.21 a 5.23 representam graficamente os resultados

estatisticos encontrados nos Anexos 2 a 5.

COLESTEROL TOTAL
1"Semana
Basal | _ - _ CAS+AM < - < -
4"Semana

o o -

Figura 5.21. Representacao dos resultados estatisticos para analise de colesterol total

nas diferentes dietas na primeira e quarta semana do experimento Principal
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A indugdo de hipercolesterolemia foi eficiente, pois o grupo de animais
alimentados com a dieta hipercolesterolemizante apresentou valores de colesterol
total, colesterol HDL e nao-HDL superiores aos apresentados pelos animais do
periodo basal. Apenas o teor de triglicérides entre os dois momentos do experimento

ndo apresentou diferenca estatistica.

Os teores de colesterol total dos grupos AM e CAS+AM foram iguais aos
do periodo Basal e diferentes do Hiper e do grupo Controle ja na primeira semana de
dieta experimental, estes ndo diferindo entre si. Ja4 o grupo Controle continuou a ter
aumento do colesterol por mais alguns dias e apresentou, apds seu inicio,
concentragdo significativamente maior que o grupo Hiper. Apds 4 semanas de dieta
o grupo CAS+AM teve um pequeno aumento no colesterol total, o que o levou a
ficar diferente estatisticamente do teor basal, mas ainda inferior estatisticamente aos
grupos hiper e controle. O grupo AM permaneceu com niveis semelhantes ao basal, e
inferior estatisticamente a todos os outros grupos. A Figura 5.21 resume estas

observagoes.

Os resultados encontrados para o efeito hipocolesterolémizante da
proteina de amaranto sdo consistentes com os encontrados para a proteina de soja em
hamsters (FERNANDEZ et al. 1999; FORSYTHE et al. 1991; LIN et al. 2004;
TERPSTRA et al. 1991). FORSYTHE et al. (1991) relatam que a concentragdo
plasmatica de colesterol nos animais alimentados com dieta contendo soja s6 foi
significativamente menor a partir do quinto dia da introdugdo da dieta e manteve-se

baixa até o final do experimento.



136

Por outro lado, WRIGHT e SALTER (1998) nao obtiveram uma
diferenca significativa no teor plasmatico de colesterol total em hamsters
alimentados com caseina ou proteina de soja, embora tenham encontrado diferenca

no teor de VLDL e excrecdo de esterois nas fezes entre os dois grupos.

Em relagdo a concentragdo plasmatica de triglicérides, os animais do
grupo Amaranto na primeira semana foram os unicos a diferirem significativamente
de quando os animais estavam hipercolesterolemizados. Ao final do experimento,
seus teores eram ainda menores do que os apresentados no periodo basal. O grupo
CAS+AM voltou a ter valores diferentes do periodo de hipercolesterolemia apenas
ao final das quatro semanas e o grupo Controle, apesar de igualar-se ao valor do

periodo basal nao diferiu do periodo de hipercolesterolemia.

QURESHI et al. (1996) também verificaram redugdo de triglicérides em

animais alimentados com amaranto ou 6leo de amaranto.

Apobs uma semana de dieta experimental, a concentracdo plasmatica de
colesterol na HDL dos grupos AM e CAS+AM foram iguais ao do periodo basal e
diferente do periodo hipercolesterolemizado. O grupo Controle apresentou teor maior
que o grupo Hiper. Os teores de colesterol da HDL em todos os grupos, apos 4
semanas, com exce¢dao do grupo AM, foram maiores, quando comparados ao nivel

basal. CAS+AM, hiper e controle ndo diferiram entre si, e diferiram do grupo AM.
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Figura 5.22. Representacdo dos resultados estatisticos para andlise de HDL-

Colesterol nas diferentes dietas na primeira e quarta semana do experimento

Principal.
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Figura 5.23. Representacdo dos resultados estatisticos para analise de Colesterol
ndo-HDL nas diferentes dietas na primeira e quarta semana do experimento

Principal.
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Para a varidavel Colesterol nao-HDL, observou-se o mesmo padrdao de
comportamento na primeira e quarta semana para todas as dietas experimentais. Os
animais alimentados com dieta Controle e Hiper tiveram maior concentragdo que no
periodo basal, mas ndo diferiram entre si; enquanto os grupos CAS+AM e AM foram
iguais aos niveis basais, e entre si. Estas duas tltimas dietas diferiram em relagao aos
niveis apresentados no periodo hipercolesterolemizante ¢ em relagdo ao grupo

Controle.

Comparando as oscilagdes das variaveis plasmaticas dentro do seu
préprio grupo ao longo do tempo, os animais do grupo controle ¢ CAS+AM nio
diferiram quanto ao teor de colesterol ndo-HDL avaliado na primeira e quarta
semanas. Os animais do grupo Am tiveram teor de colesterol ndo-HDL menor na

primeira semana se comparado a sua quarta semana.

Ha varias evidéncias de estudos em animais e em humanos que a
substitui¢do da caseina na dieta por proteina de soja reduz a concentragdo de
colesterol total e de colesterol de LDL no plasma ou soro (CARROLL e

KUROWSKA 1995; TERPSTRA et al. 1991).

Em duas meta-analises CARROLL (1991) e ANDERSON (1995) que
abordavam os efeitos da proteina de soja em humanos, foi observado que o efeito
hipocolesterolemizante s6 era significativo quando havia hipercolesterolemia

moderada ou severa, ¢ que o HDL-C nao sofria alteragdo.

O hamster tem sido bastante usado para estudar os efeitos do colesterol e
lipideos da dieta no metabolismo de lipoproteinas (SPADY ¢ DIETSCHY, 1988)

Alguns trabalhos utilizaram este modelo animal para o estudo do efeito de proteinas
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no metabolismo lipidico (FERNANDEZ et al. 1999; TERPSTRA et al. 1991;

WRIGHT e SALTER 1998).

Humanos transportam a maior parte do seu colesterol plasmatico nas
lipoproteinas VLDL e LDL e estas fracdes estdo geralmente elevadas em sujeitos
hipercolesterolémicos, e sua concentragdo elevada é um importante fator para o
desenvolvimento da aterosclerose. Por outro lado, na maioria dos modelos animais o
colesterol ¢ carreado pela HDL. Uma linhagem especial de hamsters, criada nos
Estados Unidos, chamada Bio F;B, por sua vez, ao ser alimentada com dieta
hipercolesterolemizante, apresenta perfil de lipoproteinas comparavel ao dos
humanos (KOWALA et al. 1993; TRAUTWEIN et al. 1993a,b). Outros autores
afirmam de forma genérica que hamsters alimentados com dieta com alto teor de
colesterol desenvolvem um perfil de lipoproteinas caracterizado por uma elevada

relacdo VLDL/HDL, (HAYES et al. 1992).

CHEUNG (1998) determinando niveis basais de colesterol e suas fragdes
em hamsters pelos mesmos métodos empregados no presente trabalho, encontrou que
75% do colesterol era transportado em particulas HDL no nivel basal, e que o
colesterol total estava em torno de 130 mg/dL. Quando a hipercolesterolemia foi
induzida pela presenga de 0,2% de colesterol na dieta, a distribuicdo mudou para

50% do colesterol sendo transportado por HDL.

TRAUTWEIN et al. (1993b) avaliaram o perfil de lipoproteinas de
hamsters no estado basal e verificaram que o colesterol estava distribuido 63% em

particulas HDL e 37% em particulas ndo-HDL (VLDL+LDL). Apds quatro semanas
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de dieta hipercolesterolemizante contendo 0,4% de colesterol, a porcentagem de

colesterol presente nas particulas ndo-HDL foi de 52%.

WRIGHT e SALTER (1998) estudando a diferenca de dieta de caseina e
proteina de soja na hipercolesterolemia induzida por alto teor de acidos graxos
saturados (e apenas 0,01% de colesterol) fracionaram as lipoproteinas por
ultracentrifugacdo, e encontraram que, independentemente da coleta ser realizada em
estado de jejum ou pos-prandial, a HDL ¢ a principal carreadora de colesterol (61 ¢
64%). TRATWEIN et al. (1993a) estudando quatro linhagens de hamsters
alimentadas com dieta isenta de colesterol encontraram que em todas elas a HDL ¢ o
principal carreador de colesterol, variando de 59 a 70% a quantidade de colesterol

carreada por esta fracao.

FORSYTHE et al. (1986) relatam que quando gerbils foram alimentados
com dieta contendo 0,1% de colesterol, contendo caseina ou proteina de soja, o teor
de HDL-Colesterol ndo foi diferente entre os dois grupos. No entanto, a porcentagem
de colesterol transportado em HDL foi de 59% para animais alimentados com
caseina e de 73% para animais alimentados com proteina de soja. Os autores
concluiram, com isso, que o gerbil responde as alteragdes da fonte protéica como

outras espécies animais.

TERPSTRA et al. (1991) comparando a proteina de soja com a caseina
apontaram que 72% e 67% do colesterol sdao transportados pela HDL,
respectivamente, quando a dieta € isenta de colesterol. Ao passo que estas proporgdes

mudam para 53 e 38% quando da presenca de 0,1% de colesterol na dieta.
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Figura 5.24. Distribuicao do colesterol nas diferentes lipoproteinas dos animais do
experimento Principal, de acordo com a dieta e momento da coleta (os nimeros
assinalados nas barras referem-se aos valores colesterol expressos em mg/dL da

respectiva fracao lipoprotéica).

No presente experimento, 46% do colesterol no periodo basal estava
presente na particula HDL enquanto que o restante estava igualmente distribuido
entre LDL e VLDL (27% para cada). Quando houve induc¢do de hipercolesterolemia
por excesso de caseina (presenca de 0,05% de colesterol), o colesterol total aumentou
em 93% em relagdo ao periodo basal, e os animais apresentaram mesma porcentagem

de colesterol sendo carreado por HDL, no entanto a quantidade de colesterol
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carreado por LDL aumentou para 40%. A VLDL ndo acompanhou o aumento do

colesterol total, sendo responsavel agora pelo transporte de 14% do colesterol total.

Quando os niveis de colesterol total estdo baixos, grande parte do
colesterol sérico ¢ transportado pela HDL. No entanto, com a inducdo da
hipercolesterolemia, ha proporcionalmente uma reducido do colesterol carreado por
esta particula, apesar do aumento do colesterol total. Além disso, prova que o
hamster ¢ mesmo um modelo 1til no estudo do metabolismo lipidico, por reagir da

mesma forma que humanos a dieta hipercolesterolemizante.

A porcentagem de colesterol HDL, e ndo seu valor absoluto, foi
considerado, uma vez que ele se relaciona melhor com valores totais de colesterol
plasmatico. Pode-se dizer que quando a dieta foi redutora de colesterol total, a
porcentagem de colesterol carreado por HDL foi superior a 50%. Atendo-se a valores
absolutos, poderiamos concluir que o teor de HDL-Colesterol dos animais
alimentados com dieta amaranto foi inferior ao dos animais alimentados com dieta
hipercolesterolemizante, quando na verdade, o colesterol estava sendo carreado em
mais de 55% pela HDL na dieta AM, e em 46% na dieta hiper. GATCHALIAN-
YEE et al. (1997) embora também tenham notado uma diminui¢do do HDL-
colesterol quando a concentragdo de colesterol total foi diminuida, relata que ndo
houve diferenca significativa na relacdo HDL-C/colesterol total, no entanto neste

estudo todas as dietas continham proteina de soja, inclusive o controle.

Uma outra forma de expressar estas relagdes € utilizando-se da propor¢ao
CT/ HDL-C. Obviamente, se nos hamsters repetir-se o transporte reverso de

colesterol que ocorre em humanos, quanto menor esta propor¢do, melhor. No
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presente experimento, esta propor¢do seria de 2,2 para dieta basal e hiper, 2,1 para

dieta controle e 1,7 para dietas CAS+AM e AM.

BERGER et al. (2003a, 2003b) notaram esta mesma tendéncia.O efeito
da substituicdo da dieta Controle em 20% de grdo de amaranto provocou marcante
reduc¢do do colesterol VLDL e nenhuma alteragdo no colesterol de LDL. Este fato foi
explicado pela presenga de excesso de acidos graxos saturados na dieta, o que teria
suprimido toda atividade dos receptores de LDL, fazendo com que sua secregdo
tornasse independente da VLDL. Em um estudo seguinte, onde esta influéncia foi
corrigida, e embora a reducdo de colesterol total plasmatico obtida tenha sido de
apenas 10%, foi possivel verificar que a redugdo deveu-se principalmente ao nivel de
LDL, pois a VLDL foi ligeiramente superior na dieta contendo amaranto (BERGER

et al. 2003b).

QURESHI et al. (1996) estudando o efeito do amaranto em galinhas,
concluiram que o A. cruentus foi capaz de reduzir em 33% o colesterol total, quando
comparado a uma dieta controle contendo uma mistura de milho e soja. Além disso,
concluiram que o HDL-C foi minimamente afetado, enquanto que a concentragdo de
LDL-C foi notavelmente reduzida por todas as formas de amaranto e 6leo de
amaranto estudadas. Em especial, a forma pipoca apresentou reducdo de 70% do
LDL-C, os autores atribuiram este efeito a concentracdo do esqualeno por perda de
umidade durante o processamento, embora ndo tenham aferido o teor deste

componente.

Em meta-andlise de 38 testes clinicos, ANDERSON et al. (1995)

investigaram os efeitos da proteina de soja nas concentragdes séricas de lipideos em
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homens e mulheres. Foi estimado que o consumo médio de 47g/dia de proteina de
soja em substituigdo a proteina animal, reduziu o colesterol total (9%), colesterol
LDL (13%) e triglicérides (11%), enquanto que o HDL-colesterol ndo sofreu

alteracdes em suas concentragdes.

No caso da soja ha ainda uma grande discussdo se este efeito deve-se a
proteina ou a fitoestrogenos (isoflavonas). Diversos estudos sugerem que as
concentragdes séricas de lipoproteinas s6 sdo afetadas pela isoflavona quando a
proteina de soja esta presente, representando um sinergismo entre os dois

componentes ou uma a¢do predominante da proteina no metabolismo lipidico.

LUCAS (2001) avaliou a proteina de soja extraida com etanol (retirada
de isoflavonas) e constatou que em fémeas de hamster ovarectomizadas nenhum
efeito pode ser atribuido a fonte protéica Por outro lado LIN er al. (2004)
encontraram que a proteina de soja tem efeito hipocolesterolemizante, que pode ser

potencializado na presenca de fitoesterois.

No presente estudo, como o isolado protéico de amaranto foi extraido
com dlcool e seu teor de esqualeno (um possivel componente da fragdo lipidica)
comprovadamente estava presente em quantidades diminutas, a proteina pode-se

designar como o fator hipocolesterolemizante.
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5.11.4. Correlacao entre as Variaveis Plasmaticas e Consumo

As variaveis peso do animal, consumo de dieta, bem como as

variaveis plasmaticas foram comparadas quanto a sua correlagdo (Anexos 7 a 10).

Nota-se que as Unicas correlacdes significativas presentes em todas as
dietas dos machos foram entre Colesterol Total e Colesterol ndo-HDL e entre Peso e
Consumo, ambas tendo correlagdo positiva, ou seja, as variaveis sdo diretamente

proporcionais.

Isso nos leva a concluir que embora os animais das diferentes dietas
tenham apresentado diferentes consumos e ganho de peso ao longo do experimento
(Tabela 5.26), ndo existiu correlacdo direta significativa entre estas variaveis e o teor

de colesterol plasmatico.

O aumento do colesterol plasmatico esta ligado ao aumento do colesterol

transportado por lipoproteinas LDL ¢ VLDL.

5.11.5. Digestibilidade Verdadeira

Um dos mecanismos que poderia explicar a razdo da queda do colesterol

nos animais que consumiram dieta com isolado protéico de amaranto, seria a menor
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digestibilidade da proteina de origem vegetal, que passaria entdo a agir como a fibra

alimentar, ligando ester6is neutros e acidos biliares.

Através de comparagdes multiplas de Bonferroni (Anexo 6), conclui-se
que apenas a dieta controle tem digestibilidade diferente das outras ragdes. Todas as
racdes tém digestibilidade verdadeira proxima a 100% , o que nos leva a concluir que
a proteina de amaranto ndo tem efeito fibra por ndo estar sendo completamente

digerida (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Representagdo grafica da Digestibilidade Verdadeira (%) da proteina

presente nas diferentes ragdes utilizadas no experimento Principal.
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Embora os resultados de digestibilidade sejam diferentes do encontrado
por outros autores, 82% para o 4. caudatus (IMERI et al. 1987) 89,8% e 85,5% para
A. cruentus extrusado e pipocado (BRESSANI et al. 1993) e 82% para amostra crua
desengordurada (GARCIA et al. 1987), ¢ importante frisar que no presente trabalho a
avaliacdo da digestibilidade protéica deu-se com isolado protéico. Durante a
produgdo do isolado, a proteina passa por varias etapas que podem ter proporcionado
sua maior digestibilidade, como a desnaturacdo, eliminagdo de outros componentes

que deixariam a proteina menos disponivel a acdo enzimatica, entre outras.

5.11.6. Teores de Acidos Biliares e Colesterol nas Fezes

Um dos mecanismos que explica a reducdo do colesterol plasmatico por
acdo das proteinas de origem vegetal, como a soja, ¢ o aumento da excrecdo de
acidos biliares e colesterol nas fezes, em dietas isentas de colesterol, em ratos ou

coelhos (BEYNEN 1990; HUFF e CARROL 1980).

No presente trabalho (Tabela 5.28), isto foi observado para a excre¢ao do
colesterol, com os maiores niveis excretados acompanhando as maiores redugdes nos
niveis de colesterol plasmatico. No entanto, para a excre¢do de acidos biliares, o
oposto foi observado para as dietas experimentais, se comparar-se as dietas mais
indutoras de hipercolesterolemia (Controle e Hiper) com as que provocaram

hipocolesterolemia (CAS+AM e AM).
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KUYVENHOVEN et al. (1986) relatam que quando a caseina foi
introduzida em substitui¢do a dieta contendo proteina de soja, a excre¢do de acidos
biliares e de colesterol nos trés primeiros dias foi reduzida em 43 e 25%,
respectivamente, antes que ocorresse a reducdo do colesterol sérico. Isto leva a
concluir que a diminui¢do na excre¢ao de colesterol ¢ uma das causas primarias da
hipercolesterolemia em coelhos, e ndo um efeito secundario, ou seja, da diminuigao
da captagdao de LDL, com conseqiiente menor disponibilidade de colesterol para ser

excretado na bile.

Tabela 5.28 — Peso das fezes e teor de acidos biliares e colesterol nas fezes dos

hamsters do experimento Principal.

Hiper Controle CAS+AM Amaranto
Peso das Fezes Secas 0,437 a 0,567 Db 0,523 ab 0,411 a
(g/dia) (£0,06) (£0,08) (£0,14) (0,13)
Somatorio das 1,305 a 1,702 b 1,568 ab 1,232 a
Excretadas — 3 dias (g) (%0,19) (+0,20) (+0,22) (+0,40)
AcB 2,46 a 2,71 a 1,48 b 1,47 b
(umol/g de fezes) (+0,50) (£0,42) (£0,57) (£0,53)
Total AcB excretados 3,18 a 4,60b 2,26 ac 1,84 ¢
(umol/3dias) (£0,67) (+0,89) (£0,70) (£1,07)
Colesterol 0,424 a 0,826 a 1,452 b 1,232 ¢
(g/100g de fezes) (0,24) (+0,35) (+0,63) (+0,40)
Total de Colesterol 5,57 a 14,37 b 22,26 bc 30,46 ¢
excretados (mg/3dias)  (£3,07) (6,38) (£9,99) (£13,22)

AcB= Acidos Biliares

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de

Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)
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A quantidade de fezes excretadas (peso seco) foi superior para o grupo
controle, s6 igualando-se a excre¢do do grupo CAS+AM, enquanto o grupo Hiper,

CAS+AM e AM nao diferiram entre si.

Os animais alimentados com dieta contendo exclusivamente caseina
(Hiper e Controle) tiveram maior excre¢do de acidos biliares por grama de fezes, que
os alimentados com dieta contendo proteina do amaranto (CAS+AM e AM). No
entanto, quando se considera a excregao total de acidos biliares, o grupo Controle foi
superior aos outros, enquanto os animais do grupo CAS+AM igualaram-se ao grupo
Hiper e ao AM, ao passo que este ultimo manteve-se com menor excre¢do dentre os

grupos.
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Figura 5.26. Representagdo grafica do colesterol e acidos biliares excretados nas

fezes de animais do experimento Principal.
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Isto ¢ o contrario do esperado, pois uma menor eliminacdo e o
concomitante aumento na captacdo de 4cidos biliares deveria levar a uma
hipercolesterolemia, uma vez que o aumento na chegada de colesterol no figado
levaria a uma diminui¢do da sintese de dacidos biliares a partir do colesterol,
provocando seu acumulo e diminuicdo da sintese de receptores para LDL
(KUYVENHOVEN et al. 1986). Estes autores sugerem que a redugdo da excregdo
de ester6is nos coelhos alimentados com caseina seria a causa da hipercolesterolemia

e ndo a conseqiiéncia.

A maior excre¢do de acidos biliares estaria relacionada a algum ligante
intestinal (VAHOUNY et al. 1980) ou a maior retencdo dos mesmos devido a
viscosidade do meio (TURLEY et al. 1991) assim como ocorre com fibras soluveis,
no intestino delgado. Além disso, poderia ser resultado de um aumento na sintese de
acidos biliares, que também ocorre como mecanismo de a¢do hipocolesterolemizante
das fibras (MOUNDRAS et al. 1997). No entanto, em alguns relatos, nido foi
observado aumento da excrecdo de acidos biliares nas fezes nestas dietas redutoras

de colesterol (ARJIMANDI et al. 1992; CARR et al. 2003).

De modo similar aos resultados encontrados no presente estudo, CARR
et al. (2003) observaram em experimentos com ratos ¢ hamsters que uma fibra nao
fermentavel e que produzia alta viscosidade no intestino, aumentou
consideravelmente a excre¢do de esterois neutros ao passo que a excre¢do de acidos
biliares ndo foi afetada e inclusive diminuiu em alguns tratamentos. Este fato, no

entanto, ndo teve qualquer influéncia na colesterolemia dos animais.
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Em revisdo de estudos clinicos sobre os efeitos da soja na diminui¢ao do
colesterol, CARROLL (1991) cita que a substitui¢do da caseina pela proteina da soja
aumenta a excre¢do de esterois fecais e a taxa de captacdo de colesterol em coelhos.
FUMAGALLI et al. (1982), por sua vez, ndo encontraram diferencas na excre¢ao de

acidos biliares e colesterol em humanos.

5.12. Experimento Aminoacidos

5.12.1. Consumo de Dieta e Peso dos Animais

A ingestdo total durante as quatro semanas do experimento (3 semanas
para grupo hipercolesterolemizante), consumo diario médio, ganho de peso durante o
experimento e coeficiente de eficicia alimentar relativo as dietas
hipercolesterolemizante (Hiper), contendo 20% de caseina (Controle), caseina
adicionada de arginina (CAS+ARG), dieta simulando o perfil de aminoacidos da
caseina (AA CAS) e dieta simulando o perfil de aminoacidos do isolado protéico de

amaranto (AA AM), estdo apresentados apresentado na Tabela 5.29.

Para todos os parametros avaliados na Tabela 5.29 ndo houve diferenga

significativa entre as dietas. Apesar disso, observou-se uma tendéncia do ganho de
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peso e de menor coeficiente de eficacia alimentar para os animais alimentados com

dieta AA AM.

Em uma revisao de seus experimentos, CARROL ¢ KUROWSKA (1995)
relatam que em geral os animais perdiam ou ganhavam pouco peso quando
alimentados com rag¢des contendo aminodcidos livres, no entanto relatam que ndo
observaram qualquer relagdo entre o peso corporeo e a concentracdo sérica de

colesterol.

Tabela 5.29. Ingestdo de dieta didria, ganho de peso e coeficiente de eficacia

alimentar para hamsters alimentados com diferentes dietas no experimento

Aminoacidos

Hiper Controle CAS+ARG AA CAS AAAM
Peso Ganho (g) 41,56 a 24,64 b 25,94 b 21,98 b 17,53 b

*11,22) (£1343)  (£530) (*7,99) (+9.86)
Ingestao Total de 157,61 a 193,26 b 195,77 b 201,87 b 189,57 b
Dieta (g) (£17,53)  (£20,34)  (£22,44) (*13,35)  (£19,36)
Consumo Diario 7,50 a 7,40 a 8,28 b 7,93 ab 7,74 ab
Médio (g) (+2,07) (+0,78) (£ 0,85) (+0,49) (+ 0,66)
CEA(%) 26,64 a 12,33 b 13,47 b 10,74 b 8,94 b

(+7,29) (+ 5,94) (+ 3,46) (+3,29) (+ 4,45)

CEA: Coeficiente de eficacia alimentar= peso ganho/ingestdo de alimentos x100
As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)
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5.12.2. Peso do Figado

O peso do figado dos animais alimentados com a dieta CAS+ARG foi
significativamente maior do que o dos animais alimentados com as outras dietas. No
entanto, quando o peso do figado foi dividido pelo peso do animal, os mesmos eram

proporcionalmente iguais para todos os animais (Tabela 5.30).

Tabela 5.30. Peso do figado dos hamsters do experimento Aminoacidos

Controle CAS+ARG AA CAS AA AM
Peso do Figado (g) 5,35 a 6,72 a 5,54 ab 4,81 b

(+ 1,06) (* 1,15) (+0,62) (*0,81)
Peso Figado/ Peso do 4,65 a 4,53 a 4,27 a 390 a
Animal (%) (+£0,84) (£0,37) (£0,28) (£0,44)

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

Os animais alimentados com a dieta AA AM mostraram uma tendéncia a

apresentar o figado menor, embora ndo estatisticamente diferente.
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5.12.3. Perfil Lipidico

Para verificar se houveram variagdes dos niveis plasmaticos foi
necessaria a utilizacdo de trés andlises de varidncia (NETER et al. 1996) diferentes,
devido a forma pela qual os dados foram coletados. Andlises estatisticas foram
realizadas considerando quatro varidveis plasmaticas: colesterol total, triglicérides,
HDL-c e colesterol ndao-HDL (soma de colesterol contido em LDL e VLDL). Para os
casos de rejeicdo de hipotese de igualdade das médias, foram realizadas comparagdes
multiplas de Bonferroni (NETER et al. 1996), de forma semelhante a descrita no

experimento Principal.

De acordo com andlise de variancia (Anexo 11) o colesterol ndo-HDL
(LDL-C+HDL-C) da quarta semana ¢ que ndo diferiu significativamente entre as

dietas e em relagdo ao periodo basal.

Embora exista uma tendéncia de redugdo do colesterol total da dieta
contendo Aminoacidos que simulem o perfil de da proteina presente no isolado
protéico de amaranto, esta ndo foi estatisticamente significativa (Anexos 11 a 14).
Portanto, as Figuras 5.27 a 5.30 mostram as tendéncias do perfil lipidico frente as

dietas.
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Figura 5.27. Representacdo grafica do teor de triglicérides no plasma de hamsters
diferentes momentos (0 Dias: apds adaptacao dos animais ao biotério; 21 Dias: apos
3 semanas de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apdés 5 dias das dietas
experimentais; 49 Dias: apos 28 dias das dietas experimentais) do experimento

Aminoacidos.
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Figura 5.28. Representacdo grafica colesterol total no plasma de hamsters nos
diferentes momentos (0 Dias: ap6s adapta¢dao dos animais ao biotério; 21 Dias: apos
3 semanas de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apds 5 dias das dietas
experimentais; 49 Dias: apds 28 dias das dietas experimentais) do experimento

Aminoacidos.
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Figura 5.29. Representacdo grafica HDL-Colesterol no plasma de hamsters nos
diferentes momentos (0 Dias: ap6s adaptagdao dos animais ao biotério; 21 Dias: apos
3 semanas de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: ap6s 5 dias das dietas
experimentais; 49 Dias: apos 28 dias das dietas experimentais) do experimento

Aminoacidos.
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Figura 5.30. Representagao grafica do Colesterol nao-HDL (VLDL-c + LDL-c) no
plasma de hamsters nos diferentes momentos (0 Dias: apos adaptacao dos animais ao
biotério; 21 Dias: apos 3 semanas de dieta hipercolesterolemizante; 26 dias: apds 5
dias das dietas experimentais; 49 Dias: apds 28 dias das dietas experimentais) do

experimento Aminoacidos.

A concentragdo de colesterol plasmatico alcangado apos dieta
hipercolesterolemizante foi diferente do periodo basal. Apo6s uma semana de dietas
experimentais, todas diferiram do periodo basal, mas se mostraram ainda

semelhantes ao periodo em que estavam hipercolesterolemizados. Esta diferenga em
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relagdo ao basal permaneceu até a quarta semana para todos os tipos de dieta, com
excegdo dos animais alimentados com dieta AA AM que tiveram o teor de colesterol
semelhante ao teor do periodo basal. Apesar da maior eficacia da dieta AA AM em
reduzir o nivel de colesterol ao valor basal, esse efeito ndo foi significativo
estatisticamente. O nivel de colesterol total dos animais alimentados com dieta AA
AM foi 17% inferior ao grupo AA CAS (considerado seu controle). Enquanto que, a
reducdo de colesterol total do grupo com isolado protéico de amaranto do

experimento principal foi de 48% em relacdo ao controle.

Trabalhos pioneiros realizados em laboratorio mostraram que dieta
contendo mistura de aminoacidos nas propor¢des encontradas na caseina provocava
em coelhos 0 mesmo nivel de hipercolesterolemia que a dieta contendo caseina. No
entanto, a mistura de aminoacidos que corresponderia a proteina de soja foi mais

hipercolesterolemizante que a proteina integral (CARROL e KUROWSKA, 1995).

Como observado no experimento hipercolesterolemizante para fémeas
(item 5.9), a comparacao entre os efeitos observados entre machos e fémeas podem
ser comparados em termos de colesterol ndo-HDL. A dieta AA AM apresentou nivel
de colesterol ndo-HDL 36% inferior ao grupo AA CAS, mas foi maior quando
comparado ao grupo controle com caseina integral. O grupo com isolado protéico de
amaranto do experimento principal teve reducdo de 56% da fragdo ndo-HDL em

relagdo ao seu controle em relagdo ao controle.

O colesterol ndo-HDL na primeira semana apenas a dieta AA CAS
apresentou nivel superior ao periodo basal, nem mesmo a dieta hiper consegui elevar

o colesterol ndo-HDL de forma significativa estatisticamente. Ao final da quarta
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semana todas as dietas, com exce¢ao da AA Am (que permaneceu igual ao periodo
basal durante todo experimento), induziram niveis significativamente menores desta
varidvel (Anexo 12). Novamente, os resultados ndo foram significativamente
diferentes entre si neste efeito na quarta semana, ou entre a dieta hiper ou periodo

basal (Anexo 13).

De forma similar, o teor de colesterol da HDL diferiu do periodo basal,
em todas as dietas, tanto na primeira, quanto na quarta semana, com excec¢ao do
grupo alimentado com a dieta AA AM. No entanto, a dicta AA AM ndo foi diferente
das outras dietas experimentais, nem tampouco da dieta hipercolesterolemizante,

nesta variavel.

A dieta AA da CAS teve reducdo significativa dos niveis de Colesterol
Total e do colesterol da HDL, quando se compara a quarta com a primeira semana. Ja
o teor de triglicérides teve diminuicdo significativa da primeira para quarta semana
nos animais dos grupos AA AM e AA CAS. E o colesterol ndo-HDL diminuiu para
todas as dietas, com exce¢do da AA AM, que permaneceu sempre semelhante ao

basal, para este grupo.

Embora a diminuicao na colesterolemia provocada pelo AA AM ja tenha
sido importante na primeira semana, ¢ nao havendo diferenca significativa em
relagdo a quarta semana (Anexo 14), verificamos que o valor de colesterol total s6
volta a ser semelhante ao teor basal ap6s quatro semanas de dieta, portanto, existe
uma melhora do quadro quando a dieta ¢ mantida por todo o periodo. Em relagdo aos
triglicérides observa-se também um beneficio ao manter-se a dieta até a quarta

s€émana.
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Acredita-se que a razdo lisina/arginina de uma proteina possa ser um
importante determinante de sua aterogenicidade. Assim, quanto maior essa razao,
maior seria o efeito aterogénico da proteina (KRITCHEVSKY 1982). A arginina esta
relacionada com a liberagdo de glucagon e insulina e, também, com o aumento da
concentragdo de apolipoproteina E no sangue, que ¢ responsavel pela captagdo

eficiente dos quilomicrons remanescentes (VAHOUNY et al. 1985).
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Figura 5.31. Distribui¢do do colesterol nas diferentes lipoproteinas dos animais do
experimento Aminoacidos, de acordo com a dieta € momento da coleta (os nimeros
assinalados nas barras referem-se aos valores colesterol expressos em mg/dL da

respectiva fragdo lipoprotéica).
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VAHOUNY et al. (1985) verificaram que a adigdo de arginina a caseina
para modificar sua razio lisina/arginina que ¢ de 2,0, resultava num efeito menos
aterogénico sobre os niveis lipidicos de coelhos. Por outro lado, estudo semelhante
foi realizado por SUGANO et al. (1982) onde foi verificado que a adi¢do de arginina

a caseina ndo alterava seu efeito aterogénico.

Neste trabalho a adi¢do de arginina foi deletéria, aumentando os teores de
colesterol total e triglicérides. Nao ha, no momento, uma explicagdo para tal efeito.
GIROUX et al. (1999) citam que o efeito anti-hipercolesterolemizante da arginina so6

pode ser observado quando ha altos niveis de colesterol sérico.

5.12.4. Correlacio entre Variaveis Plasmaticas e de Consumo

As variaveis peso do animal, consumo de dieta, bem como as variaveis
plasmaticas foram comparadas quanto a sua correlagdo através do teste de Correlacio

de Pearson e os resultados sdo apresentados nos Anexos 15 a 19.

Entre as fémeas, ndo hd uma correlagdo que esteja presente em todas as

dietas consumidas.
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5.12.5. Analises nas Fezes

A média da excre¢ao diaria, o somatdrio da excrecao de fezes dos 3 dias
em que foram coletadas, ¢ a excre¢do de acidos biliares ndo diferiram entre os grupos

(Tabela 5.31).

Tabela 5.31 - Peso das fezes e teor de acidos biliares nas fezes dos hamsters do

experimento Aminoacidos.

Controle CAS+ARG AA da Caseina AA do
Amaranto

Peso das Fezes (g/dia) 0,494 a 0,582 a 0,509 a 0,480 a

(£0,07) (0,11) (£0,13) (£0,12)
Somatério das Fezes 1,482 a 1,718 a 1,527 a 1,440 a
Excretadas - 3 dias (g)  (£0,22) (+0,37) (+0,39) (£0,34)
AcB 2,930 a 3,140 a 2,778 a 3,020 a
(umol/g de fezes) (£0,81) (+0,05) (+0,24) (20,11)
Total AcB excretados 4,381 a 5,395 a 4,236 a 4,347 a
(umol/3dias) (* 1,15) (£1,19) (+1,10) (£1,08)
Colesterol 0,212 a 0,067 b 0,136 ab 0,147 ab
(g/100g de fezes) (£0,13) (£0,024) (£0,045) (+0,066)
Total de Colesterol 3,061 a 1,190 a 2,280 a 2,205 a
excretados (mg/3dias)  (£1,84) (£0,58) (£0,81) (£1,44)

AcB= Acidos Biliares ; Valores entre parénteses representam o desvio padrao.

As médias em mesma linha, seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si através de
Teste de Tukey (Assistat 7.3 Beta) (p<0.05)

Quanto a excrecao de colesterol, que foi afetada quando a proteina de
amaranto foi administrada no experimento Principal, ndo houve diferenca na
excrecgao total nos trés dias de coleta no experimento onde foram usados aminoacidos

livres simulando a composi¢ao das proteinas utilizadas no experimento principal. No
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entanto, a concentragdo de colesterol (em g/100g de fezes) foi menor no grupo
CAS+ARG. De forma similar, no experimento principal existiu uma tendéncia de
que os animais com mais elevados teores de colesterol total e colesterol nao-HDL no

plasma, tivessem a concentracdo de colesterol nas fezes menores.

Quando misturas de aminoacidos substituem a proteina integral, os
efeitos na excrecao de acidos biliares (POTTER 1995) e colesterol (KUROWSKA ¢
CARROLL 1990) nas fezes nao sdo observados, mesmo havendo alteragdes nos

teores plasmaticos de colesterol.

5.13. Discussio sobre Possiveis Mecanismos

Numerosas tentativas tém sido feitas para explicar os mecanismos pelos
quais a proteina e os aminoacidos poderiam alterar a concentragdo plasmatica de
colesterol total e colesterol de LDL (BEYNEN 1990; CARROL 1991). POTTER
(1995) fez importante revisdo sobre estes mecanismos, € cita que os trés possiveis
sdo: 1) aumento da excrecdo de acidos biliares; 2) efeitos no metabolismo hepatico
do colesterol, afetando a atividade da enzima HMG-CoA redutase; 3) efeitos

endocrinos, envolvendo insulina, glucagon e hormdnios tireoidianos.

Quando coelhos foram alimentados com proteina de soja notou-se que a

principal alteragdo ao nivel hormonal foi a diminuicao da relagdo insulina:glucagon.
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Isto porque, uma baixa relagdo de lisina/arginina diminui a secre¢do de insulina e
aumenta a de glucagon. A relagdo inversa, ou seja, alto teor de insulina/glucagon é
estimulante da lipogénese e, portanto, aumenta o risco de doenca cardiovascular
(POTTER 1995). Em experimentos em hamsters, o nivel de insulina ndo diferiu entre

os animais alimentados com proteina de soja e caseina (YEH et al. 1998).

FORSYTHE et al. (1991) em experimentos com hamsters, relataram que
ha aumento nos niveis do hormdnio tireodiano T4 sem alteragdo do T; quando
alimentados com dieta contendo 25% de proteina de soja, em comparagdo a dieta
contendo caseina. E que esta alteracdo hormonal precede o inicio da alteragdo
plasmatica dos niveis de colesterol. FORSYTHE (1995) revisou diversos trabalhos
onde o mesmo efeito sobre o aumento dos niveis plasmaticos de T4 e colesterol, em
diversas espécies animais ¢ em humanos, ¢ relatado quando proteina de origem
vegetal substitui a caseina. O autor prop0s ser este 0 que o mecanismo de agdo da
proteina, pois todas as alteracdes que ocorrem nesta dieta com proteina vegetal
ocorreriam quando o aumento de T4 ¢ induzido por outros meios em humanos e
animais. Estas alteragdes seriam: aumento da atividade da enzima HMG CoA
redutase, aumento na sintese ¢ excre¢do de acidos biliares, diminui¢do da sintese
hepatica da apolipoproteina B-100 e aumento do clearance da LDL ¢ VLDL. Além
disso, em animais tireoidectomizados, com suplementacdo de T4 a diferenca a
estimulacdo da dieta com caseina ou proteina de soja foi muito menor do que em

animais contendo uma tiredide apta a ser estimulada.

KHOSLA et al. (1991) apontam que a sintese da apolipoproteina B,

presente na LDL, ¢ estimulada pela dieta contendo caseina, e experimentos
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subseqiientes indicaram que a diminui¢do na atividade de receptores LDL precede o
aumento do colesterol sérico (KHOSLA et al. 1991). O consumo de proteina de soja
estaria associado com aumento da remocdo de LDL e VLDL pelos hepatocitos

(KHOSLA et al. 1991; LOVATI et al. 1992).

Viarios outros estudos compararam proteina de soja e caseina, e também
aminoacidos tidos como indutores ou ndo da hipercolesterolemia. As Uunicas
diferengas marcantes foram no efeito da diminuigao da atividade dos receptores LDL
no figado e sintese de apo B. Além disso, varios estudos relatam que ha um aumento
na atividade da HMG-CoA redutase em ratos e coelhos alimentados com proteina de
soja (CARROLL e KUROWSKA, 1995). Portanto, o efeito da proteina ocorre no

figado e ndo na absor¢do do colesterol.

O mecanismo de aumento da excrecdo fecal de acidos biliares e esterois
neutros pelas fezes, proposto por HUFF e CARROL (1980), foi verificado
principalmente em coelhos e ratos, sendo em humanos os resultados menos
consistentes (POTTER, 1995). BEYNEN et al. (1985) sugerem que a proteina de
soja agiria como fibra na reducdo do colesterol sérico, interrompendo a reabsor¢do e
recirculag@o entero-hepatica de sais biliares. Sugerem que a ativagdo dos receptores
LDL seria apenas um efeito secundario, semelhante ao que ocorre com as resinas

trocadoras de anions.

SUGANO e KOBA (1993) apud POTTER (1995) concluiram que uma
fragdo indigerivel da proteina de soja tem efeito hipocolesterolemizante em ratos
alimentados com dieta rica em colesterol ou isenta do mesmo. Quando esta fragdo

indigerivel foi submetida a um processo de digestdo e administrada aos animais, o
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efeito hipocolesterolemizante foi reduzido. Uma das hipdteses sugeridas seria que
uma seqiiéncia de peptideos poderia alterar a absor¢ao de colesterol e acidos biliares.
SUGANO et al. (1990) relataram que esta fragdo indigerivel foi capaz de aumentar a
excrecdo fecal de esterdis neutros em 65-95% e de acidos biliares em 80-170%

quando comparado a proteina de soja integral.

Quando esta fragdo protéica indigerivel de alto peso molecular (HMF) foi
desengordurada com metanol (duas vezes por 1 hora em temperatura ambiente), a
capacidade de aumentar a excregdo de esterdis nas fezes desapareceu, tanto no grupo
tratado com o peptideo, quanto o tratado com o extrato; e a capacidade de reduzir
colesterol plasmatico também ndo foi tdo intensa, quanto no hidrolisado antes da
extracdo. Como mesmo apds a reconstituicdo de uma fragdo em outra, nem a
capacidade hipocolesterolemizante nem a excrecao de esterdis fossem semelhantes a
da HMF, imagina-se que o processamento tenha interferido desnaturando os
peptideos o que resultou em menor capacidade de ligar acidos biliares (SUGANO et

al. 1990).

No entanto, em estudos clinicos, embora a proteina de soja tenha sido
eficiente na reducdo da colesterolemia ndo houve concomitante aumento da excregao
fecal de acidos biliares e/ou colesterol nas fezes (FUMAGALLI ef al. 1982). Além
disso, LOVATI et al. (1992) criticam os resultados de SUGANO et al. (1990) com
base no fato de que os testes de ligacdo de acidos biliares in vitro apresentaram
valores que representariam 25% da atividade da ligagdo que qualquer medicagdo
antiacida faria, sendo que estes medicamentos ndo sdo tidos como

hipocolesterolemizantes.



168

Quando animais sdo alimentados com diferentes globulinas, espera-se
que estas sofram digestdo enzimatica, no entanto, sabe-se que, em ratos, peptideos
com relativamente alto peso molecular (6 a 25 kDa) atravessam a barreira intestinal e
alcancam a corrente sanguinea (BLOCH et al. 1988). Ja foram encontrados
anticorpos anti- 11S e 7S em bezerros e humanos (BURKS et al. 1988 apud
LOVATI et al. 1992). Ambas as globulinas apresentam fracdes com peso molecular

28 a 35 kDa.

LOVATI et al. (1992) sugerem que a ativagdo do receptor LDL e
aumento da degradagdo da LDL nas células hepaticas, principalmente induzida pela
globulina 7S da soja, e em menor intensidade pela globulina 11S, pode estar

relacionada com o modo como a soja produz hipocolesterolemia.

LOVATI et al. (1991) encontraram em um extrato alcodlico de proteina
texturizada de soja com ag¢do hipocolesterolemizante, uma fra¢ao protéica com peso
molecular de 31 kDa. Este extrato exercia potente estimulagdo na expressao dos
receptores para B-VLDL nos hepatdcitos de camundongos alimentados com uma

dieta rica em colesterol.

HUFF et al. (1977) apud CARROLL E KUROWSKA (1995) relataram
que coelhos alimentados com caseina e proteina de soja hidrolisada apresentam
concentragdo plasmatica de colesterol semelhante aquelas dos animais alimentados

com suas respectivas proteinas integrais.

NAGAOKA et al. (1999) estudando o efeito de hidrolisado protéico de
soja em ratos e em cultura de células Caco-2 (semelhantes as do intestino delgado),

concluiram que dois mecanismos estdo envolvidos na hipocolesterolemia de
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hidrolisados protéicos: a) ligacao de 4cidos biliares inibindo sua reabsorcao no ileo e
aumentando sua excrecdo fecal; b) inibicdo da solubilidade micelar do colesterol, o

que diminui sua absor¢ao no jejuno.

SIRTORI et al. (1984) apud POTTER (1995) relatam diminui¢do da
atividade de 7 a-hidroxilase em animais alimentados com proteina de soja e aumento
da atividade da enzima HMG CoA redutase e receptores B/E. Quando uma mistura
de aminoacidos simulando a caseina e proteina de soja foi dada a ratos, a atividade
da HMG CoA redutase foi similar as suas respectivas proteinas (NAGATA et al.

1982), enquanto que a excregdo de acidos biliares ndo foi afetada.

Considerando que os niveis de colesterol ndo-HDL do experimento
aminoacidos foi bastante afetado em relagdo ao controle contendo aminoacidos da
caseina, e com ligeira queda nos teores de colesterol total, e sem a interferéncia na
quantidade de ester6is excretados nas fezes, ¢ provavel que os aminodcidos
simulando o perfil do amaranto afetem o metabolismo do colesterol endogeno, sem

interferir na sintese de acidos biliares, ¢ sua excregao fecal.

Ja o pronunciado efeito da proteina de amaranto (48% redugdo no
colesterol total e 56% do colesterol ndo-HDL), deve-se provavelmente a uma
combinagdo de mecanismos que vao além da simples combinagdo de aminoacidos;
que poderiam ser a interferéncia na absor¢do do colesterol e presenca de peptideos

biologicamente ativos.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que a proteina de amaranto tem efeito benéfico na redugdo do
colesterol plasmatico total, VLDL-C, triglicérides e LDL-C de hamsters com

hipercolesterolemia moderada induzida por dieta.

A hipotese de que foi a retirada da caseina e nao a adi¢do da proteina de
amaranto que teria causado a hipocolesterolemia foi negada, uma vez que se
mantendo 20% de caseina (igual a dieta controle) e adicionando-se 10% de proteina
de amaranto, alcangou-se também uma redugao no colesterol total e colesterol nao-

HDL, de 26% e 38% respectivamente.

O hamster macho reagiu de forma semelhante ao coelho a indugdo da
hipercolesterolemia provocada pela caseina. Os efeitos observados na distribui¢dao do
colesterol nas diferentes lipoproteinas nos levam a confirmar que o hamster ¢ um
bom modelo animal para o estudo do impacto da dieta no perfil lipidico, uma vez que
quando hipercolesterolemizado reage de forma semelhante a humanos, aumentando
principalmente o colesterol nao-HDL. As fémeas reagem com aumento de colesterol
total sérico, mas de forma mais sutil (55%), a dieta hipercolesterolemizante, este

aumento esta associado tanto ao HDL-c (47%) quanto ao colesterol nao-HDL(61%).

No processo de isolamento da proteina de amaranto, deixou-se de extrair
uma fracdo de peso molecular de aproximadamente 68 kDa. Houve alteragdo na
propor¢ao de lisina/arginina originalmente presente no grao integral, que era de 0,63

para 0,51. Esta alteracdo, no entanto, ndo deveria alterar em muito a acdo
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hipocolesterolemizante, pois ambos estdo abaixo da relagdo apresentada pela

proteina de soja (0,8).

A arginina adicionada a caseina de forma a alcangar a proporg¢do
lisina/arginina semelhante a proteina de amaranto ndo foi capaz de impedir a

hipercolesterolemia, pelo contrario, até a incrementou.

A mistura simulando o perfil de aminoacidos do amaranto foi capaz de
reduzir (embora ndo de forma significativa estatisticamente) a hipercolesterolemia

contra uma mistura simulando a caseina.

Ainda assim, o pronunciado efeito da proteina de amaranto (48% redugao
no colesterol total e 56% do colesterol ndo-HDL), deve-se provavelmente a uma
combinagdo de mecanismos que vao além da simples combina¢do de aminoacidos,
que poderiam ser: a interferéncia na absor¢ao do colesterol e presenga de peptideos

biologicamente ativos.
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ANEXO 2 - P-valores dos testes para comparar as médias dos niveis plasmaticos do

experimento Principal apos as dietas.

Dieta Variaveis Plasmaéticas p-valor
Basal, Hipercolesterolemizante e Colesterol Total <0,001
I"  Semanas  de  Dieta Triglicérides 0,022
Experimental
HDL-C <0,001
Nao-HDL-C <0,001
Basal, Hipercolesterolemizante e Colesterol Total <0,001
4" Semana de Dieta Experimental o
Triglicérides <0,001
HDL-C <0,001

Nao-HDL-C <0,001




ANEXO 3 — Intervalo de confianca (90%) e p-valores das comparagdes multiplas de

Bonferroni para a diferenga de médias (linha-coluna) dos niveis plasmaticos do

experimento Principal na coleta basal, apds a dieta Hipercolesterolemizante e apds

uma semana de consumo de cada dieta experimental.

Variavel Dieta Basal Hiper Controle AM+CAS
Hiper [40,34; 80;48]
p< 0,001
Controle [73,88; 124,40] [17,47; 60,00]
Colesterol p< 0,001 p< 0,001
Total AM+CAS | [-16,97; 39,94] [-73,90; -23,95] [-116,96; -58,35]
p>0,999 p< 0,001 p< 0,001
Amaranto | [-36,62;20,29] [-93,55; -43,60] [-136,61; -78,00] | [-51,75; 12,45]
p>0,999 p< 0,001 P< 0,001 p>0,999
Hiper [33,63; 39,18]
p>0,999
Controle [-49,77; 41,85] [-31,83; 45,29]
Triglicérides p>0,999 p>0,999
AM+CAS | [-80,13;23,09] [-76,59; 14,01] [-77,71; 28,59]
p>0,999 p>0,999 p>0,999
Amaranto | [-103,00; 0,22] [-99,43; -8,87] [-100,58; 5,72] [-81,10; 35,35]
p>0,999 p< 0,001 P=0,203 p>0,999
Hiper [16,55; 40,39]
p< 0,001
Controle [32,47; 62,47] [6,37; 31,62]
HDL-C p< 0,001 p=0,002
AM+CAS | [-7,07; 26,72] [-33,48; -3,82] [-55,04; -20,24]
p>0,999 p=0,016 p< 0,001
Amaranto | [-11,95;21,85] [-38,35; -8,69] [-59,92; -25,11] | [-23,94; 14,19]
p>0,999 p=0,001 P< 0,001 p>0,999
Nao-HDL-c Hiper [13,12; 50,75]
p< 0,001
Controle [28,00; 75,35] [-0,19; 39,66]
p< 0,001 p=0,107
AM+CAS | [-25,01; 28,33] [-53,69; -6,87] [-77,48; -22,55]
p>0,999 p=0,012 p< 0,001
Amaranto | [-39,79; 13,55] [-68,46; -21,65] [-92,26; -37,32] [-44,86; 15,31]
p>0,999 p<0,001 P< 0,001 p>0,999




ANEXO 4 — Intervalo de confianga (90%) e p-valores das comparacdes multiplas de

Bonferroni para a diferenca de médias (linha-coluna) dos niveis plasmaticos do

experimento Principal na coleta basal, apds a dieta Hipercolesterolemizante e apds

quatro semanas de consumo de cada dieta experimental.

Variavel Dieta Basal Hiper Controle AM+CAS
Hiper [35,76; 57,36]
p< 0,001
Controle [40,96;62,09] [-4,89; 14,81]
Colesterol p< 0,001 p>0,999
Total AM+CAS | [13,89;36,07] [-31,99; -11,16] | [-36,70; -16,37]
p=0,004 p=0,009 p=0,001
Amaranto | [-14,68; 7,50] [-60,56; -39,74] | [-65,28; -44,94] | [-39,29;-17,86]
p>0,999 P< 0,001 p< 0,001 P< 0,001
Hiper [-19,11; 45,00]
p>0,999
Controle [-31,51; 31,18] [-42,33; 16,12]
Triglicérides p>0,999 p>0,999
AM+CAS | [-54,50; 11,34] [-65,43; -3,62] [-51,59; 8,75]
p=0,833 p=0,044 p=0,616
Amaranto | [-77,74; -11,90] | [-88,67; -26,86] | [-74,83;-14,48] | [-55,04; 8,57]
p=0,007 P< 0,001 p=0,003 P=0,547
Hiper [15,14; 33,82]
p< 0,001
Controle [17,91; 36,17] [-5,95; 11,08]
HDL-C p< 0,001 p>0,999
AM+CAS | [13,52; 37,70] [-10,37; 7,64] [-12,72; 4,86]
p< 0,001 p>0,999 p>0,999
Amaranto | [-4,30; 14,88] [-28,19; -10,19] | [-30,54; -12,96] | [-27,09; -8,56]
p>0,999 p<0,001 p< 0,001 P< 0,001
Nao-HDL-c Hiper [7,85; 36,31]
p=0,002
Controle [10,56; 38,39] [-10,57; 15,37]
p< 0,001 p>0,999
AM+CAS | [-12,74; 16,48] [-33,93; -6,49] [-36,00; -9,22]
p>0,999 p=0,003 p=0,001
Amaranto | [-23,49; 5,73] [-44,68; -17,24] [-46,75; -19,97] [-24,86; 3,36]
p>0,999 p<0,001 p< 0,001 p>0,999




ANEXO 5 — P-valores dos testes para comparar as médias dos niveis plasmaticos do

experimento Principal ap6s uma semana e quatro semanas de consumo de cada dieta

experimental e intervalos de confianca (90%) de Bonferroni para a diferenga das

médias (4°semana — 1°semana).

Variaveis Plasmaticas Dieta p-valor Intervalo de Confianca

Controle 0,016 [-58,00; -17,76]

Colesterol Total Amaranto 0,574 [-20,21; 32,14]
AM+CAS 0,035 [2,07; 7,33]

Controle 0,422 [-12,91; 31,55]

Triglicérides Amaranto 0,134 [-3,04; 34,91]
AM+CAS 0,161 [-2,11; 14,58]

Controle 0,041 [-33,94; -5,54]

HDL-C Amaranto 0,917 [-26,75; 24,68]
AM+CAS 0,072 [2,38; 25,16]

Controle 0,166 [-40,97; 4,69]
Nao HDL-C Amaranto 0,066 [1,45; 12,55]
AM+CAS 0,188 [-22,52; 4,38]




ANEXO 6 — Intervalos de confianga (90%) e p-valores das comparacdes multiplas
de Bonferroni para a diferenga de médias (linha-coluna) das digestibilidades das

dietas consumidas no experimento Principal.

Dieta Hiper Controle AM+CAS
Controle [0,28;4,67]
p=0.043
AM+CAS [-1,96;3,20] [-4,22;0,51]
p>0,999 p=0,352
Amaranto [-0,73;4,19] [-2,98;1,48] [-1,51;3,72]

p=0,537 p>0,999 p>0,999




ANEXO 7 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo dos machos apds dieta Hipercolesterolemizante.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
20,197

TG 0.420)
0,562 0,016

HDL-C h012)  (0.949)

~ 0932 -0238 0225

nao-HDL 1000y (0.326)  (0.354)

becy 0069 0005 0042 0,063
(0,778) (0,983) (0,866)  (0,797)

Concumo 02390037 0305 0172 0814
(0284) (0,882) (0.204)  (0.481)  (0.000)

Valores entre parénteses representam os valores-p.



ANEXO 8 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as variaveis plasmaticas,

peso e consumo dos machos apds dieta Controle.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
20,320
TG 0.367)
0931 -0,523
HDL-C 4000y (0,121
~ 0901 -0,022 0,680
nao-HDL 600y (0,953)  (0.030)
beey 0496 0433 0744 0111
(0,145 (0211) (0,014)  (0,759)
0303 0,702 -0,596 0,098 0,800
Consumo

(0,394) (0,024) (0,069)  (0,787)  (0,005)

Valores entre parénteses representam os valores-p.




ANEXO 9 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo dos machos apds dieta Amaranto+Caseina.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
0,153
(0,718)

TG

0,500 0,727
HDL-C 7123y (0.041)

) 0,863 0267 0,102
nao-HDL 1006 (0.523) (0.811)

pesg 181 0440 0443 0501
(0,668) (0,276) (0,271)  (0,206)

Consumo 026 0,345 -0,379 0,269 0,886
(0,952) (0,402) (0,354)  (0,519)  (0,003)

Valores entre parénteses representam os valores-p.




ANEXO 10 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo dos machos apds dieta Amaranto.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
0,571
TG 0139
0,694 -0,012
HDL-C h056) (0,977)
~ 0759 0,803 0,059
nao-HDL 1079y (0.016)  (0.890)
begy 0SB 0013 0394 0447
0,131) (0,975) (0,334)  (0,267)
0,569 0,010 0481  -0351 0,945
Consumo

(0,141) (0,981) (0,228)  (0,394)  (0,000)

Valores entre parénteses representam os valores-p.




ANEXO 11 — P-valores dos testes para comparar as médias dos niveis plasmaticos

do experimento Aminoacidos apoés as dietas.

Dieta Variaveis Plasmaéticas p-valor

Basal, Hipercolesterolemizante e Colesterol Total <0,001
E;periizrlf;?as de  Dicta Triglicérides 0,044
HDL-C 0,002

Nao-HDL-C <0,017

Basal, Hipercolesterolemizante e Colesterol Total 0,005
4" Semana de Dieta Experimental Triglicérides 0.032
HDL-C <0,001

Nao-HDL-C 0,120




ANEXO 12 — Intervalo de confianca (90%) e p-valores das comparacdes multiplas

de Bonferroni para a diferenca de médias (linha-coluna) dos niveis plasmaticos do

experimento Aminoacido na coleta basal, apds a dieta Hipercolesterolemizante e

apos uma semana de consumo de cada dieta experimental.

Controle CAS+ARG
Hiper [18,26; 80;94]
p=10,001
= Controle | [17,72; 91,48] [-28,67; 38,67]
= p = 0,003 p> 0,999
3 CAS+Arg | [20,72; 94,48] [-25,67; 41,67] | [-35,88; 41,88]
3 p = 0,002 p>0,999 p>0,999
ks AA CAS | [27,22;100,98] | [-19,17;48,17] | [-29,38; 48,38] | [-32,38:45,38]
S p < 0,001 p > 0,999 p > 0,999 p > 0,999
AA AM | [2,47;76,23] [-43,92; 23,42] | [-54,13; 23,63] | [-57,13;20,63] | [-63.63;14,13]
p =0,062 p > 0,999 P > 0,999 p > 0,999 p>0,999
Hiper [-81,57; 116;22]
p>0,999
Controle [-107,17;125,57] | [-114,36;
p > 0,999 98,11]
" p> 0,999
< CAS+Arg | [-1,67:231,07] | [-8,86;203,61] | [-17,17;
3 p=0,111 p=0,178 228,17]
= p=0,206
E AA CAS [-62,42; 170,33] | [-69,61; [-77,92; [-183,42;
p>0,999 142,86] 167,42] 61,92]
p > 0,999 p > 0,999 p > 0,999
AAAM | [-33,92;198,82] | [-41,11; [-49,42; [-154,92; [-94,17;
p=0,685 171,36] 195,92] 90,42] 151,17]
p > 0,999 P > 0,999 p > 0,999 p>0,999
Hiper [6,505 46;90]
p=10,001
Controle [8,68; 56,22] [-15,94; 27,44]
) p = 0,007 p> 0,999
! CAS+Arg | [9,93; 57,47 [-14,70; 28,70] | [-23,80; 26,30]
2 p=0,005 p> 0,999 p > 0,999
AA CAS 4,935 52,47] [-19,70; 23,70] | [-28,80; 21,30] | [-30,05; 20,05]
p=0,023 p>0,999 p>0,999 p>0,999
AA AM | [-3,07; 44,47] [-27,70; 15,70] | [-36,80; 13,30] | [-38,05; 12,05] | [-33,05; 17,05]
p=0,242 p > 0,999 P > 0,999 p > 0,999 p>0,999
Hiper [-2,02; 42;57]
p=10,0187
. Controle | [-4,09; 48,39] [-22,07; 25,82]
A p=0,289 p > 0,999
= CAS+Arg | [-2,34;50,14] [-20,32; 27,57] | [-25,90; 29,40]
< p=0,185 p > 0,999 p > 0,999
1S AA CAS | 9,16;61,64] [-8,82;39,07] | [-14.,40; 40,90] | [-16,15; 39,15]
p=10,008 p> 0,999 p > 0,999 p > 0,999
AAAM | [-7,59; 44,89] [-25,57;22,32] | [-31,15; 24,15] | [-32,90; 22,40] | [-44,40;10,90]
p=0,676 p> 0,999 P > 0,999 p > 0,999 p>0,999




ANEXO 13 - Intervalo de confianca (90%) e p-valores das comparacdes multiplas

de Bonferroni para a diferenca de médias (linha-coluna) dos niveis plasmaticos do

experimento Aminoacido na coleta basal, apds a dieta Hipercolesterolemizante e

apods quatro semanas de consumo de cada dieta experimental.

Dieta Basal Hiper Controle CAS+ARG AA CAS
Hiper [8,63; 90;57]
p = 0,022
Controle [10,14; 106,56] [-35,26; 52,76]
3 p = 0,022 p>0,999
=]
= | CAS+Arg | [14,80; 98,97] [-29,91; 44,48] [-46,51; 43,58]
§ p = 0,008 p> 0,999 p>0,999
<= | AA CAS [4,11;109,09] [-41,66; 55,66] [-56,64; 53,14] [-49,88; 49,31]
© p = 0,057 p> 0,999 p> 0,999 p>0,999
AA AM [-25,89; 79,09] [-71,66; 25,66] [-86,64; 23,14] [-79,88; 19,31] [-88,68;
p>0,999 p>0,999 p>0,999 p>0,999 28,68]
p>0,999
Hiper [-84,07; 118,72]
p>0,999
Controle [-136,11;102,51] | [-143,04; 74,79]
2 p>0,999 p>0,999
o=
$ | CAS+Arg | [-2637;181,92] | [-31,61:152,5] | [-16,91;206,05]
:@) p=0,544 p =0,944 p=0,282
1)
= | AA CAS [-167,36;92,43] | [-175,21;65,62] | [-156,51;115,18] | [-237,98; 7,50]
p>0,999 p> 0,999 p>0,999 p=0,153
[-157,56;
AA AM [-179,69; 80,091 | [-187,54;53,29] | [-168,85;102,85] | [-250,31;-4,83] 132,89]
p=0,685 p> 0,999 p>0,999 p =0,076 p>0,999
Hiper [1,48; 51;92]
p = 0,066
Controle [22,77; 82,13] [-1,34; 52,84]
p < 0,001 p=0,141
O
T | CAS+Arg | [15,29; 67,10] [-8,40; 37,40] [-38,98; 16,48]
a p = 0,001 p>0,999 p> 0,999
AA CAS | [15,56; 80,18] [-8,78; 51,12] [-38,37; 29,21] [-23,86; 37,20]
p = 0,003 p=0,698 p>0,999 p>0,999
[-57,79;
AA AM [-6,11;58,51] [-30,45; 29,45] [-60,04; 7,54] [-45,53; 15,53] 14,46]
p=0,361 p> 0,999 p=0,450 p> 0,999 p>0,999




ANEXO 14 — P-valores dos testes para comparar as médias dos niveis plasmaticos
do experimento Aminodcido apds uma semana e quatro semanas de consumo de cada
dieta experimental e intervalos de confianga (90%) de Bonferroni para a diferenca

das médias (4°semana — 1°semana).

Variaveis Dieta p-valor Intervalo de Confianca
Plasmaticas
Controle 0,692 [-16,46; 23,96]
Colesterol AA AM 0,476 [-20,21; 32,14]
Total CAS+ARG 0,319 [2,07; 7,33]
AA CAS 0,057 [-20,76; -3,24]
Controle 0,221 [-65,67; 13,67]
Triglicérides AA AM 0,041 [-211,00; -51,66]
CAS+ARG 0,657 [-51,05; 35,72]
AA CAS 0,056 [-138,93; -22,40]
Controle 0,138 [-3,40; 43,40]
HDL-C AA AM 0,471 [-13,88; 25,88]
CAR+ARG 0,610 [-18,10; 27,43]
AA CAS 0,097 [2,39; 26,43]
Controle 0,020 [-24,70; -7,80]
Nao HDL-C AA AM 0,252 [-30,21; 8,87]
CAS+ARG 0,056 [-24,63; -4,03]

AA CAS 0,005 [-30,48; -20,18]




ANEXO 15 - Correlagdao de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo das fémeas apds dieta Hipercolesterolemizante.

CT TG HDL-C nio-HDL  Peso
0,219

TG (0.602)
0,818 0,238

HDL-C g013) (0.571)

R 0,916 0551 0,708

Nao-HDL  y'001)  (0.157)  (0,050)

Peso 0,374 -0,084 0071 0,377
(0361) (0,843) (0,867)  (0,358)
0,495 0656 0,186 0,773 0,493

Consumo

(0213) (0,077) (0,659)  (0,025)  (0,214)




ANEXO 16 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo das fémeas apds dieta Controle.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
0,540
TG 0.269)
0,736 0,599
HDL-C 5095)  (0.209)
~ 0477  -0,004 -0,244
nao-HDL 1339y (0,994) (0.641)
becy 0079 0603 0488 0747
(0.881) (0205) (0.326) (0,088
0021 0,677 0320 0446 0,899
Consumo

(0,968) (0,139) (0,537)  (0,376)  (0,015)




ANEXO 17 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as variaveis plasmaticas,

peso e consumo das fémeas apds dieta Caseina+Arginina.

CT TG HDL-C nio-HDL Peso
0,695

TG (0,083)
0,988 0,701

HDL-C 90000  (0.079)

A 0,978 0,659 0,935

nao-HDL 0000y  (0.107) (0,002)

Peso 0,241 0,061 0,338 0,097
(0,603)  (0,730) (0,458)  (0,835)
0,389 0,124 0481 0248 0,961

Consumo

(0,388)  (0,791) (0,274)  (0,592)  (0,001)




ANEXO 18 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo das fémeas apds dieta Aminoacidos da Caseina.

CT TG _HDL-C nao-HDL _ Peso
0,814

TG 0094
0691 0,773

HDL-C h196)  (0.125)

~ 0821 0501 0,154

nao-HDL  '089)  (0.390)  (0.804)

beey 0287 0057 0479 0772
(0,639) (0.927) (0.414)  (0.126)
0424 0,086 0298  -0,816 0,893

Consumo

(0,476) (0,891) (0,626)  (0,092)  (0,042)




ANEXO 19 - Correlagdo de Pearson e significancia entre as varidveis plasmaticas,

peso e consumo das fémeas apods dieta Aminoacidos do Amaranto.

CT TG HDL-C nao-HDL Peso
0.138
TG (0794
0,933 0244
HDL-C 6007 (0.641)
~ 0968 -0062 0,869
nao-HDL 9602y (0,907) (0,025)
becy 0625 0466 0427 0495
(0.185) (0.352) (0.398)  (0.318)
0969 0251 0,908 0945 0,604
Consumo

(0,001) (0,632) (0,012)  (0,005) (0,204)




