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RESUMO

Lopes. L. A. R. Efeito hipocolesterolemizante e hepatoprotetor do feijado-mungo (Vigna
radiata L.) cozido e germinado. 2017. Dissertacao (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagdo
em Alimentos ¢ Nutri¢do. Universidade Federal do Piaui.

A dieta tem sido apontada como um dos fatores determinantes para a elevagdo do risco das Doengas
cardiovasculares (DCV) na populacdo brasileira. Intervengdes alimentares com leguminosas tém sido
destacadas por auxiliarem na prevengdo de DCV devido ao seu efeito modulador do perfil lipidico. O
feijdo-mungo (Vigna radiata L.) ¢ uma leguminosa de origem asidtica cujo consumo vem se estendendo
no Brasil, principalmente pelo aumento na procura pelo broto-de-feijao, o qual € obtido por germinagao.
Este processamento promove um incremento no teor de nutrientes e compostos bioativos do feijao-
mungo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito hipocolesterolemizante e
hepatoprotetor do feijao- mungo cozido e germinado. Parte do feijado-mungo, cultivar MGS-Esmeralda
foi cozida em autoclave (120°C) e outra parte germinada por 72 horas. O feijdo-mungo cozido e o
germinado foram secos em estufa ventilada a temperatura 50° C por 72h originando duas farinhas,
Farinha de Feijdo Integral (FFC) e Farinha de Feijao Germinado (FFG). Foram realizadas analises de
composi¢ao quimica das farinhas por métodos oficiais. A partir do extrato aquoso e etandlico foram
realizadas determinagdes de compostos fenolicos totais usando o reagente Folin Ciocalteu ¢ Atividade
Antioxidante Total pelos métodos de captura dos radicais DPPHe (2,2 difenil-1-pricril-hidrazil) e
ABTSe+ 2,2’azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid). Foi realizado um ensaio experimental em
hamsters hipercolesterolemizados pela dieta contendo 20% de caseina, 13,5% de gordura de coco e 0,1%
de colesterol por 21 dias. A FFC e a FFG foram utilizadas como fonte proteica na producdo das dietas
experimentais de interveng@o por 28 dias. Um ensaio de digestibilidade verdadeira da proteina foi
desenvolvido paralelamente. Foram realizadas analises de perfil lipidico (colesterol total, HDL-c,
colesterol ndo-HDL e triglicerideos), de fungdo hepatica (proteinas totais e albumina), de lesdo hepatica
(Aspartato aminotransferase - AST e Alanina aminotransferase - ALT) e analises histologicas no tecido
hepatico. Foram realizadas comparagdes de médias pelos testes t de Student, Tukey e Mann-Whitney,
ao nivel de significancia de 5 % no programa SPSS 10.0 (USA). Foi observada uma elevagdo do teor de
proteinas (FFC=23,4% vs. FFG=26,2%) e uma melhora na digestibilidade verdadeira da proteina do
feijdo-mungo apds germinagao (FFC=82,3% vs. FFG=87,7%). Além disso, foi observado um maior teor
de compostos fendlicos totais (Extrato aquoso - FFC=98,82+0,35 vs. FFG=160,45+2,68 / Extrato
etandlico - FFC=18,0 vs. FFG=53,8 mg de 4cido galico.100g™") e Atividade Antioxidante Total (AAT)
pelos dois métodos estudados (Extrato aquoso - [AAT- DPPH]: FFC=111,17+4,9 vs. FFG=119,19+3 4;
[AAT-ABTS]: FFC=482,93+1,44 vs. FFG=591,53+4,92 / Extrato etandlico - [AAT-DPPH]:
FFC=69,70+7,44 vs. FFG=110,98+1,35; [AAT- ABTS]: FFC=115,86+1,56 vs. FFG=235,934+24,12) no
feijdo-mungo germinado em relagdo ao cozido. Foi verificada uma redugdo nas concentragdes séricas
de colesterol total e colesterol ndo-HDL e das enzimas AST e ALT nos animais tratados com FFC e
FFG em relag@o aos animais hipercolesterolemizados que ndo receberam tratamento com feijdo mungo.
Além disso, foi observada uma reducdo na deposigdo de lipideos hepaticos nos animais tratados com
FFC em relagdo aos animais ndo tratados ¢ uma reducdo ainda maior nos animais tratados com FFG,
além disso foi verificada um menor infiltrado inflamatdrio e melhor vascularizagdo do tecido hepatico
nos animais tratados com o feijao germinado. Portanto, conclui-se que o feijdo-mungo é uma leguminosa
com propriedades funcionais no que se refere ao efeito hipocolesterolemizante e hepatoprotetor, e que
pode ter seu potencial funcional melhorado apds a germinagao.

PALAVRAS-CHAVE: Feijdo-mungo. Leguminosas. Germinagao. Hipercolesterolemizante.
Hepatoprotetor.



ABSTRACT

Lopes. L. A. R. Effect hypocholesterolemic and hepatoprotective of mung bean (Vigna
radiata L.) cooked and germinated. 2017. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-
Graduacao em Alimentos ¢ Nutri¢do. Universidade Federal do Piaui.

The diet has been identified as one of the determinants for the elevation of the risk of cardiovascular
diseases (CVD) in the Brazilian population. Feeding interventions with legumes have been highlighted
as helping to prevent CVD due to its lipid profile modulating effect. Mung bean (Vigna radiata L.) is a
legume of Asian origin whose consumption has been extended in Brazil, mainly by the increase in the
demand for the bean sprout, which is obtained by germination. This processing promotes an increase in
the content of nutrients and bioactive compounds of mung bean. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the hypocholesterolemic and hepatoprotective effect of cooked mung bean and sprouted
mung bean. Part of the mung bean, cultivar MGS-Esmeralda was cooked in an autoclave (120 ° C) and
another part germinated for 72 hours. The cooked and germinated mung bean were dried in a ventilated
oven at 50° C for 72 hours giving two flours, Bean Flour (FFC) and Germinated Bean Flour (FFG).
Analyzes of the chemical composition of the flour were carried out by official methods. From the
aqueous and ethanolic extract total phenolic compounds were determined using Folin Ciocalteu reagent
and Total Antioxidant activity by the DPPH « (2,2-diphenyl-1-pricrilhydrazyl) and ABTS « + 2,2'-
azinobis- (3-ethylbenzthiazoline -6-sulfonic acid). An experimental study was carried out on hamsters
hypercholesterolemized by diet containing 20% casein, 13.5% coconut fat and 0.1% cholesterol for 21
days. FFC and FFG were used as a protein source in the production of experimental diets for intervention
for 28 days. A true digestibility assay of the protein was developed in parallel. Were realized serum lipid
profile analysis (total cholesterol, HDL-c, non-HDL cholesterol and triglycerides), liver function (total
proteins and albumin), liver damage (AST and Alanine aminotransferase - ALT) and histological
analyzes in hepatic tissue. Student's t, Tukey and Mann-Whitney t-tests were compared at a significance
level of 5% in the SPSS 10.0 (USA) software. There was an increase in protein content (FFC = 23.4%
vs. FFG = 26.2%) and an improvement in the true digestibility of the mung bean protein after
germination (FFC =82.3% vs. FFG =87, 7%). In addition, a higher content of total phenolic compounds
was observed (Aqueous extract - FFC=98,82+0,35 vs. FFG=160,45+2,68 / Ethanolic extract - FFC=18,0
vs. FFG=53,8 mg of gallic acid.100g-1) and Total Antioxidant Activity (AAT) by the two methods
studied (Aqueous extract - [AAT- DPPH]: FFC=111,17+4,9 vs. FFG=119,1943,4; [AAT-ABTS]:
FFC=482,93+1,44 vs. FFG=591,5344,92 / Ethanolic extract - [AAT-DPPH]: FFC=69,70+7,44 vs.
FFG=110,98+1,35; [AAT- ABTS]: FFC=115,86+1,56 vs. FFG=235,93+24,12) in the germinated mung
bean relative to the cooked whole. A reduction in serum concentrations of total cholesterol and non-
HDL cholesterol and AST and ALT enzymes was observed in animals fed with FFC and FFG compared
to hypercholesterolemic animals that received no mung bean treatment. In addition, a reduction in
hepatic lipid deposition was observed in FFC-treated animals compared to untreated animals and an
even greater reduction in FFG-treated animals. Furthermore, a lower inflammatory infiltrate and a better
vascularization of hepatic tissue were observed in the animals treated with the sprouted beans. Therefore,
it is concluded that mung bean is a legume with functional properties regarding the hypocholesterolemic
and hepatoprotective effect, and that its functional potential can be improved after germination.

KEYWORDS: Mung bean. Pulse. Germination. Hypercholesterolemic. Hepatoprotective.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) assumem posicao de destaque, representando
30% do total de 6bitos no Brasil (BRASIL et al., 2011). Estima-se que, no mundo, 17,5 milhdes
de pessoas morreram em decorréncia de doengas cardiovasculares em 2012, o que corresponde
a 31% de todas as mortes (WHO, 2015%).

As principais manifestacdes das DCV sdo o infarto agudo do miocardio e o acidente
vascular cerebral, que ocorrem principalmente devido a obstru¢cdes em arteriais, em
consequéncia do aumento nos niveis de colesterol sanguineo (WHO, 2015%, WHO, 2015°). No
mundo, estima-se que o colesterol elevado cause 2,6 milhdes de mortes a cada ano (WHO,
2009).

A dieta tem sido apontada como um dos fatores determinantes para a elevagao do
risco das DCV na populacdo brasileira, em decorréncia de um menor consumo de vegetais e
frutas, acompanhado de maior consumo de gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans,
colesterol e acgticares que contribuem para o estabelecimento de excesso de peso, da obesidade
e dislipidemias (BRASIL, et al., 2011).

Intervengdes alimentares com leguminosas tém sido destacadas por auxiliarem na
redugdo do risco de DCV devido ao seu efeito modulador do perfil lipidico (FROTA; MATIAS;
AREAS, 2010; FROTA, et al., 2015). A proteina de soja, por exemplo, foi aprovada pelo Food
and Drug Administration, como sendo alimento saudavel para ser usado no controle dos niveis
de colesterol total (MEJIA; LUMEN, 2006).

A modulagdo do perfil lipidico tem sido verificada ndo somente em relacdo a soja,
mas também em outras leguminosas como o tremoco, grao de bico, lentilha e os feijoes. Além
disso, foram observadas redugdes na deposi¢do de lipideos hepaticos e prevengdo do
estabelecimento da esteatose em leguminosas como feijdo-caupi e tremogco (BARABANA, et
al., 2011, FONTANARI, et al., 2012, FROTA, et al., 2008, FROTA, et al., 2015, XUE, et al.,
2014).

Estudos vém evidenciando que varios componentes presentes nas leguminosas
justificam tal efeito, como compostos bioativos e as fibras alimentares, agindo por complexagao
e as proteinas presentes nessas leguminosas em func¢ao de sua composi¢do de aminoacidos
especificos e peptideos bioativos Além do papel do contetido de colesterol na particula de LDL
sobre a fisiopatologia das DCVs, as modificagdes oxidativas da LDL e a inflamacdo, sdo
consideradas essenciais ao desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas. A presenca nas

leguminosas de compostos bioativos com elevada atividade antioxidante pode contribuir para
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a modulacdo do estresse oxidativo e prevencdo dos danos aterosclerdticos (CHAVEZ-
SANTOSCOY, et al., 2014, FROTA; MATIAS; AREAS, 2010, MARQUES, et al., 2015;
MOHAMMADIFARD et. al., 2014, PIRILIO, 2013; SIQUEIRA et al., 2006).

O feijdo-mungo (Vigna radiata L.) ¢ uma leguminosa produzida na China,
Birmania, India, Coréia, Paquistio, Japdo, Tailandia e outras partes do sudeste da Asia
(ZHANG, et. al. 2013). O seu cultivo no Brasil apesar de ndo ser tdo difundido vem se
estendendo principalmente devido a um aumento na procura pelo broto-de-feijao, forma na qual
¢ mais consumido (VIEIRA, et al., 2003). Além do mais, ¢ de facil adaptagdo aos climas
tropicais e subtropicais encontrados no Brasil, possui boa produtividade quando comparado ao
feijdo comum, o que proporciona um incentivo a sua produgdo, principalmente entre os
pequenos produtores (DUQUE, et al., 1987).

Destaca-se também o potencial de difusdo dessa leguminosa no ocidente e em
particular no Brasil, devido ao seu valor nutritivo. O feijado-mungo possui um elevado teor de
proteinas, além de ser rico em diversos compostos bioativos, entre estes, peptideos,
polissacarideos, acidos fendlicos, flavonoides e oligossacarideos. Além disso, a germinacao, ¢
uma forma de processamento simples e de baixo custo que pode promover um incremento no
teor proteico, fibras e compostos bioativos desta leguminosa (MAMILLA; MISHRA, 2017,
TANG et al., 2014%, TANG et al., 2014°, ZHANG, et. al., 2013).

Um recente estudo constatou que a proteina isolada do feijao-mungo ¢ capaz de
inibir a expressdo de genes relacionados a sintese de d4cidos graxos em ratos
hipercolesterolemizados. Ademais, foi demonstrado que o feijdo-mungo fermentado apresenta
efeito hepatoprotetor e hipocolesterolemizante em camundongos hipercolemizados. Apesar
disso, at¢é o momento, ndo existem pesquisas publicadas com intervengdes realizadas com
feijdo-mungo germinado na dieta hipercolesterolemizante e apenas um estudo com
suplementagdo de feijdo-mungo integral, porém com baixas concentracdes do feijdo
(TACHIBANA, et al., 2013, YAO, et al., 2014, YEAP, et al., 2015,

Portanto, este trabalho tem como objetivo investigar o efeito
hiposcolesterolemizante e hepatoprotetor da ingestdo do feijdo-mungo (Vigna radiata L.)

integral e germinado em hamsters hipercolesterolemizados por meio da dieta.
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2. REFERENICAL TEORICO

2.1 Aspectos Gerais do Metabolismo Lipidico

2.1.1 Lipoproteinas

Como a gordura ndo pode ser dissolvida no plasma, o transporte de lipideos no ser
humano ¢ realizado através de particulas globulares formadas a partir da combinagao de lipidios
e proteinas em diversas propor¢des denominadas lipoproteinas. Estas sdo constituidas por um
nucleo apolar de triglicerideos (TG) e ésteres de colesterol, colesterol livre e apolipoproteinas
que sdo proteinas de peso molecular varidvel, recebem nomenclatura alfa-numérica
(apolipoproteinas Al, AIl, AIV, B, Cll e E) e cada uma possui uma fung¢do distinta e especifica
no metabolismo das lipoproteinas servindo de elementos estruturais, atuando como ligantes de
receptores e exercendo o papel de cofatores regulatérios (BRUNZELL; FAILOR, 2006,
MAGNONI; STEFANUTO; KOVACS, 2007).

As lipoproteinas podem ser classificadas em quatro tipos: (a) Quilomicrons,
provenientes da digestdo, ricos em TG maiores € menos densos. Além de TG os quilomicrons
transportam colesterol exogeno, acidos graxos e vitaminas lipossoliveis absorvidas dos
alimentos digeridos, (b) “Very Low Density Liporotein” (VLDL) de origem hepdtica ricos em
TG e de densidade muito baixa; (c) “Low Density Liporotein” (LDL) ricas em colesterol e de
densidade baixa e (d) “High Density Liporotein” (HDL) de origem hepatica, ricas em colesterol
e de alta densidade. Existe ainda uma classe de lipoproteinas de densidade intermediaria ou
“Intermediary Density Liporotein” (IDL) (XAVIER, et al., 2013).

As principais Apolipoproteinas e suas fungdes sao: (A) Apo A-I, proteina estrutural
da HDL,; ativa a lecitina-colesterol aciltransferase; (B) Apo A-II, proteina estrutural da HDL,;
(C) Apo B-48, proteina estrutural do quilomicrons; (D) Apo B-100, proteina estrutural da
VLDL, IDL e LDL, ligante do receptor de LDL; (E) Apo C-II, ativador de lipase lipoproteica
(LPL); (F) Apo C-III, potencial inibidor das func¢des da apo C-II e da apo E; (G) Apo E, ligante
do receptor de remanescentes de quilomicron e do receptor de LDL; (H) Apo(a), fungdo ainda

desconhecida; antagoniza o plasminogénio (BRUNZELL; FAILOR, 2006).

2.1.2 Absorc¢ao, transporte e metabolismo de lipideos
A gordura da dieta ¢ composta, sobretudo por triacilglicerdis (TG), sendo o restante
constituido por outras formas de lipideos, como fosfolipideos, acidos graxos, colesterol e

fitosterois. O processo de digestdo e absor¢ao dos lipideos € complexo, iniciando no estdmago
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e passando pelo intestino delgado, no qual ocorre a parte principal da digestdo e a absor¢ao.
(VAZ, et al., 2006)

Apbs a ingestdo, as lipases pancreaticas hidrolisam os TG em Acidos Graxos (AG)
livres, monoglicerideos e diglicerideos. Os sais biliares liberados na luz intestinal emulsificam
esses e outros lipides oriundos da dieta e da circulagdo entero-hepatica, com formagdo de
micelas. A solubilizagdo dos lipides sob a forma de micelas facilita sua movimentagdo pela
borda em escova das células intestinais (XAVIER, et al., 2013)

No limen intestinal, os AG de cadeia curta e média sao absorvidos e transportados
diretamente para o figado pela corrente sanguinea, enquanto os AG de cadeia longa sdo
ressintetizados a TG no interior dos enterdcitos formando quilomicrons que atingem a
circulacdo através do sistema linfatico (SPECTOR, 1984).

O transporte dos AG ¢ composto pelas vias metabdlicas exdgena e enddgena. Na
fase pods-absortiva (ciclo exdgeno), quando os quilomicrons atingem a circulagdo, sofrem
hidrolise de seus TG pela agcdo da enzima LPL e tornam-se uma particula menor, denominada
quilomicron remanescente, que sdo finalmente captadas pelo figado por receptores proprios
(GENEST, 2003). Os produtos da a¢do da LPL sdo AG e glicerdis que sdo utilizados pelos
tecidos periféricos ou armazenados nos adipdcitos (DANE-STEWART, et. al., 2003).

Na fase de jejum (ciclo enddgeno), os AG procedentes dos adipocitos sdao
transportados no plasma principalmente pela albumina, até os tecidos periféricos, onde sdao
oxidados para fornecer energia. Os AG esterificados (TG, ésteres de colesterol, fosfolipideos e
outros), oriundos principalmente do figado, sdo transportados pelas lipoproteinas VLDL e, em
menor propor¢do, pelas LDL (BOULLART; GRAAF; STALENHOEF, 2012, LARGE, et al.,
2004).

As VLDL sao formadas no figado e liberadas para os musculos e tecido adiposo e
exercem fun¢do essencial no transporte endogeno dos AG sob a forma de TG. Os TG das VLDL
sao hidrolisados pela LPL, gerando as IDL (VAZ, et al., 2006). Essa hidrolise libera acidos
graxos para armazenamento de gordura no tecido adiposo ou para serem oxidados na producao
de energia pelos musculos e outros tecidos (KIRK, 2005).

As IDL podem ser removidas da circulagdo por receptores hepaticos especificos ou,
apos a acdo da Lipase Hepatica (LH), originar as LDL, menores e mais densas que as IDL. As
LDL fazem parte da via metabodlica das lipoproteinas ricas em colesterol, e assim como as
VLDL, sdo responsaveis pela distribuicdo do colesterol para os tecidos extra-hepaticos. As
HDL exercem papel fundamental no transporte reverso do colesterol, removendo o seu excesso

nos tecidos periféricos (VAZ et al., 2006).
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Essa captagcdo tem inicio por meio das pré-HDL ou HDL nascente, ricas em
fosfolipidios e em colesterol livre (KWITEROVICH, 2000; LOTEMBERG, 2009), o colesterol
das células periféricas ¢ captado pela agao da enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT).
Com isso, as HDL tornam-se menos densas, maiores e mais esféricas, (LOTTEMBERG, 2009;
SVIRIDOV; NESTEL, 2002). O HDL ¢ entdo transportado para o figado pela corrente
sanguinea, onde o excesso de colesterol captado serd metabolizado e eliminado na forma de
acidos e sais biliares (VAZ, et al., 2006).

A sintese de sais biliares ¢ regulada ao nivel da atividade da 7-a-hidroxilase
(CYP7A1) cuja sintese ¢ estimulada quando a concentragdo intracelular de sais biliares baixa

no figado ou a de colesterol aumenta (WANG, 2007).

2.1.3 Sintese de colesterol

A maior parte do colesterol presente no organismo ¢ proveniente da biossintese
enddgena, que ocorre principalmente no figado, sendo o restante proveniente da dieta.
Entretanto o organismo tem a capacidade de sintetizar todo o colesterol necessario para as
diversas funcdes por ele desempenhadas (WANG, 2007).

A via da biossintese do colesterol se processa em quatro fases. Na primeira,
acontece a conversao do acetilcoenzima-A (acetil-coA) em mevalonato, um composto com seis
carbonos (C-6), em trés passos: duas moléculas de acetil-CoA condensam, por acdo da enzima
tiolase (primeiro passo), formando acetoacetil-CoA, o qual condensa com uma terceira
molécula de acetil-CoA (segundo passo) para formar o 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima-A
(HMG-CoA), reagdo catalisada pela 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima-A Sintetase (HMG-
CoA sintetase). O HMG-CoA ¢ depois reduzido a mevalonato pela 3-hidroxi-3-metilglutaril-
Coenzima-A Redutase (HMG-CoA redutase) (terceiro passo).

Na segunda fase, ocorre a conversdo do mevalonato em unidades isoprenoides
ativadas em reagoes de fosforilagdo sucessivas até a formacao do farnesil-pirofosfato (15C) e
finalmente forma-se o esqualeno (30C) na terceira fase. Na quarta e ultima fase, ocorre a
ciclizagdo do esqualeno para formar os quatro anéis do nticleo esteroide do colesterol, ao nivel
do reticulo endoplasmatico (BOTHAM; MAYES, 2006).

O passo limitante da velocidade da via do mevalonato ¢ a conversao de HMG-CoA
em mevalonato catalisada pela HMG-CoA redutase. A atividade da enzima ¢ regulada por um
mecanismo de inibi¢do retroativa pelo mevalonato (produto imediato), e pelo colesterol
(produto final), e também pela sua fosforilagdo, mediada pela HMG-CoA redutase (NELSON;

COX,.2008). Esse ponto de controle enzimatico da via possui sua importancia pelo fato de que
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atualmente, a forma mais utilizada para o tratamento da hipercolesterolemia ¢ com
administracdo farmacos inibidores desta enzima denominados de estatinas. Além disso, este
parece ser um dos mecanismos pelos quais as proteinas vegetais podem inibir a sintese de

colesterol (ISTVAN, 2003, MARQUES, et al., 2015).

2.2. Papel da dieta no Metabolismo Lipidico

Uma das principais consequéncias das concentracdes elevadas de lipoproteinas
plasmaticas € o desenvolvimento da aterosclerose. A aterosclerose ¢ um processo inflamatério
e oxidativo cronico, complexo que se inicia devido a uma desordem no metabolismo lipidico,
sendo que pelo menos metade dos individuos que apresentam essa complicacdo tem como
primeira manifestacdo um evento coronario agudo levando a morte como consequéncia
(MENDIS, et al., 2011; XAVIER, et al., 2013).

A aterosclerose tem como processo inicial o depdsito e a oxidagdo da LDL na
parede das artérias. A oxida¢do da LDL confere muitas propriedades bioldgicas que podem
fazer esta lipoproteina tornar-se aterogénica. (LIMA; COUTO, 2006), tais como o estimulo as
células endoteliais a liberarem fatores quimioatraentes para monoécitos (NAVARB et al., 2004),
promovendo assim um actimulo de macréfagos na intima da parede arterial, que expressam
varios receptores scavenger. Alguns destes receptores tem a capacidade de ligar-se e
internalizar a LDL oxidada levando a formacao das células espumosas, estas cé¢lulas podem
aumentar em nimero gradativamente e resultam na formagao da placa de ateroma, principiando
a doenca aterosclerdtica (BARTER et al., 2004; NAVAB et al., 2004).

Nesse contexto o estresse oxidativo (EO) e a inflamacdo contribuem para o
desencadeamento da doenca aterosclerdtica, sendo causado por um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres
(FRANCA et al., 2013). A importancia do EO e do estado inflamatorio, na aterosclerose €
destacada pelo aumento de marcadores destes processos, na presenca de fatores de risco para
doenga arterial coronariana, com valor preditivo do risco cardiovascular na preven¢ao primaria
e secundaria (LEE et al., 2012).

A dieta ¢ um importante fator de modulagdo das lipoproteinas plasmaticas. Os
niveis séricos de colesterol ¢ TG se elevam em funcdo do consumo alimentar aumentado de
colesterol, de carboidratos simples, de acidos graxos saturados, de 4cidos graxos trans e de
excessiva quantidade de calorias (BRUNZELL; FAILOR, 2006).

A compreensdo da relagdo entre a dislipidemia e o desenvolvimento de

aterosclerose e consequentemente de DCV tem estimulado o desenvolvimento de estudos que
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buscam terapéuticas tendo como alvo fundamental niveis 6timos de lipoproteinas plasmaticas
e a reducdo do estresse oxidativo. O controle da dieta ¢ considerado essencial, independente do
grau de dislipidemia e manejo farmacologico empregado (XAVIER, et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que uma dieta com baixo teor de gorduras e carboidratos
e rica em frutas, legumes e cereais esta associada a uma redu¢@o nos fatores de risco para DCV
(NEUMANN, et al., 2007; SLEIMAN; AL-BADRI; AZAR, 2015). Essa abordagem alimentar
proporciona beneficios relacionados a multiplos fatores de risco cardiovascular
(RICHTER etal., 2014). Tais efeitos estdo relacionados ao fornecimento de diversos
compostos cardioprotetores como acidos graxos insaturados, proteinas, peptideos bioativos,
fibras alimentares, compostos antioxidantes e outros compostos bioativos (FROTA; MATIAS;
AREAS, 2010).

O consumo de leguminosas vem sendo destacado no controle do metabolismo e
desordens lipidicas, pois o seu elevado teor de fibras, baixo indice glicémico e a presenga de
componentes, tais como as 4acidos fendlicos, flavonoides, saponinas, fitosterois,
oligossacaridos, entre outros, sdo considerados os principais agentes responsaveis por esta
propriedade. Além disso, alguns estudos tém mostrado a atividade biologica de proteinas de
leguminosas e peptideos oriundos da hidrolise dessas proteinas que sdo importantes no controle
das desordens lipidicas. Os beneficios oferecidos por tais peptideos poderiam estar relacionados
com a inibicdo, modulacdo ou regulacdo de alguns genes de transportadores ou enzimas
relacionadas a inibicdo da sintese enddgena e absorcdo intestinal do colesterol (CORREA;
POLTRONIERI, 2016, TACHIBANA et al., 2010, XUE et al., 2017).

Um estudo epidemiologico Iraniano que avaliou a frequéncia de consumo de
leguminosas e a prevaléncia de dislipidemia em adultos (N=9660) incluindo no questionario de
consumo alimentar soja, amendoim, proteina de soja, feijao, feijdo de corda, fava, lentilhas,
ervilha comum, grao de bico, entre outros, mostrou uma associagdo dose-resposta inversa entre
a frequéncia da ingestao de leguminosas e o risco de hipertrigliceridemia, LDL-c alto e HDL-c

baixo MOHAMMADIFARD, 2014).

2.1.4 Danos hepaticos

A doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) ¢ uma condicao clinica
compreendida pela existéncia de depdsitos de lipidios nos hepatocitos com porcentual >5% do
peso total do figado em individuos sem ingestdo etilica significativa e na auséncia de outras
etiologias de doencas hepaticas (LANKARANI, et al., 2013). A DHGNA inclui, em seu

espectro, desde a esteatose simples e apenas acimulo de gordura no figado, até esteato- hepatite
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com componente necroinflamatério, com ou sem fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular
(SODER; BALDISSEROTTO, 2009).

O aumento do fluxo e/ou sintese endogena de Acidos graxos livres (AGL) pode
levar ao acimulo de triglicerideos nos hepatocitos se a B-oxidacao mitocondrial e a produgao e
secrecao de VLDL forem insufcientes para lidar com a carga de AGL. O inicio da DHGNA se
caracteriza pelo aumento do conteudo intracelular de triglicerideos devido ao desequilibrio
entre a sintese e a degradagao de triglicerideos (GAEMERS; GROEN, 2006).

Além disso, o estresse oxidativo pode contribuir negativamente para o agravamento
da esteatose hepatica ja que provoca a ativagdo de citocinas inflamatdrias, como TNF alfa, e
gera espécies reativas de oxigénio, tais como radicais hidroxil e anions superdxido. Tais
substancias reagem com o excesso de lipides e forma perdxidos. Os produtos lipidicos oxidados
podem lesar as células, interferindo com a fungao de membrana ou estimulando a fibrose pelas
células hepaticas estreladas (BROWNING; HORTON, 2004)

A DHGNA esta comumente associada a obesidade, ao diabetes mellitus tipo 2, a
dislipidemia e a resisténcia a insulina. Apesar de ndo necessariamente estar presenta na
DHGNA, a obesidade, a saber, a obesidade central, ¢ a condi¢ao metabdlica mais associada a
DHGNA. A esteatose hepatica é frequente em individuos com sobrepeso ou obesidade e a
probabilidade de desenvolver DHGNA aumenta com a gravidade da obesidade
(BELLENTANI et al., 2000). Estima-se que a prevaléncia mundial da DHGNA seja de 10-24%
em varias populagdes, podendo chegar a 50-75% em obesos e até 100% em obesos morbidos
(BENCHIMOL, 2007)

Mottin et al. (2004) realizaram um estudo em individuos obesos morbidos e
identificaram a presenga de esteatose hepatia em 94,1% da populagao estudada. Além disso foi
observado que o indice de massa corporal (IMC) representa o Uinico preditor independente do
grau de infiltragdo de gordura do figado em exames histoldgicos realizados em possiveis

doadores de figado vivo documentados (ANGULO et al., 1999).

2.4 Feijao-mungo

2.4.1 — Taxonomia, distribuicdo geografica e potencial agronéomico no Brasil

Vigna ¢ um género de feijdo que compreende cerca de 160 espécies, entre elas o
feijdo mungo-verde (Vigna radiata L.) que juntamente com outras espécies como o feijao-
adzuki (V. angularis), o feijdo-arroz (V. umbellata) e o feijao-caupi (V. unguiculata) estdo entre

as mais importantes (STEELE; MEHRA, 1978). O feijao-mungo (Vigna radiata L.) ndo deve
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ser confundido com outra espécie do género Vigna que algumas vezes ¢ denominada
popularmente: “feijado mungo preto” (Vigna mungo) (DAHMER; CONTERATO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2008, VIEIRA; NISHIHARA, 1992).

O feijao-mungo (Vigna radiata L.) é uma leguminosa tradicionalmente cultivada
na Asia, onde estima-se que esteja situada 90% de sua produgdo. Dentre os paises asiaticos, a
India é o maior produtor mundial, cerca de 50% do total (TICKOO; SATYANARAYANA,
1998), seguida pela Tailandia, onde a producdo aumentou cerca de 22% por ano entre 1980-
2000 (LAMBRIDES; GODWIN, 2006). A tendéncia do cultivo deste feijdo no Brasil ¢
crescente devido ao aumento da demanda pelo broto-de-feijao (VIEIRA, et al., 2003).

A planta ¢ anual, de porte ereto ou semi-ereto, com caule, ramos e folhas cobertos
por pelos, e com altura que varia de 0,3 a 1,5 m. A floragdo tem inicio entre 25 e 42 dias apos
a emergéncia, dependendo de fatores como: a cultivar, a regido e da época de plantio (VIEIRA;
NISHIHARA, 1992). Apresenta uma elevada produtividade, alguns cultivares produzem até
10t de vagens verdes ou 2.000 kg de graos/ha (JANICK; WHIPKEY, 2002), e possui
caracteristicas que evidenciam seu potencial uso agrondomico, destacando-se o facil plantio,
ciclo curto, estabilidade da produtividade e tolerancia a seca (SANGAKKARA;
SOMARATNE, 1988).

Algumas cultivares ja foram introduzidas e avaliadas no Brasil. Um estudo que
mostrou o comportamento de 23 linhagens e duas cultivares na regido de Vigosa e Prudente
Morais (MG), foi verificado um rendimento médio de 1631 kg/ha e boa adaptacdo ao verdo, em
contrapartida, um estudo mais recente realizado durante o inverno, constatou um menor
rendimento de 10 genotipos de feijdo-mungo em Vigosa e Coimbra no Estado de Minas Gerais
(VIEIRA, et al., 2003; VIEIRA, et al., 2011).

No Brasil, o feijjado-mungo ¢ mais consumido como broto-de-feijao (LIN, 1999),
mas logo ap6s a colheita, a vagens verdes podem ser preparadas cozidas com agua, refogadas,
fritas ou cruas em saladas. Os graos secos podem também ser cozidos como o feijao comum e
os brotos de sementes recém-germinadas sdo utilizados na forma de salada (BARRADAS;
SAYAO; DUQUE 1989).

A Embrapa Meio-Norte possui um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) com
acessos de Vigna sp, incluindo acessos de Vigna radiata, provenientes de introdugdes de
diversos paises, no entanto mais informagdes sobre estes acessos sao necessarias para que os
mesmos possam ser utilizados, especialmente na fase de pré-melhoramento ou em programas
de melhoramento (EMBRAPA, 2008). O programa de melhoramento da Embrapa Meio-Norte

conta com linhagens de feijdo-mungo ainda ndo lancadas no mercado, em fase de pesquisa.
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2.4.2 Conteudo nutricional

O feijao-mungo-verde representa uma importante fonte proteica para a populacao
asiatica oriental (LIN, 1999) e ocidental migrante (KAHLON, et al., 2005). As sementes de
feijao mungo sdo compostas por cerca de 20% - 24% de proteinas, sendo a globulina e albumina
as principais proteinas de armazenamento encontradas e constituem mais de 60% e 25% do
total de proteina do feijdo-mungo, respectivamente. Devido ao seu alto teor e por ser esta
proteina de alta digestibilidade, o consumo do feijdo-mungo em combinagdo com cereais pode
aumentar significativamente a qualidade de proteina em uma refei¢do (KUDRE; BENJAKUL;
KISHIMURA, 2013).

Quanto ao perfil de aminoacidos a farinha de feijdo-mungo apresenta uma
superioridade no contetido de aminoécidos sobre as farinhas de feijdo comum, apresentando
ainda elevados teores de aminoacidos essenciais. Em comparagdo com a referéncia da
FAO/OMS (1973) a proteina de feijdo-mungo ¢ rica em aminoécidos essenciais, tais como
leucina, isoleucina e valina, no entanto em comparagao com o padrdo de referéncia, a proteina
de feijao-mungo ¢ ligeiramente deficiente em treonina, aminodcidos sulfurados, e triptofano
(MUBARAK, 2005).

O feijao-mungo possui maior teor de carboidratos (50% -60%) em relagdo a soja, o
amido ¢ o hidrato de carbono predominante e devido ao seu elevado contetido nas sementes o
feijdo-mungo tém sido utilizado para a producdo de macarrdo de amido, na Coréia.
Oligossacaridos, incluindo rafinose, estaquiose, verbascose, estdo presentes no feijado-mungo e
em outras leguminosas cruas ou mal processados, geralmente estdo associados a flatuléncia na
dieta humana, no entanto, estes compostos sao soliiveis em agua e podem ser eliminados pela
adequada embebicao, germinagao, fermentacao ou cozimento
(MIFTAKHUSSOLIKHAH, et al., 2015, ZHENG, 1999).

Assim como outras leguminosas, o conteudo de lipideos do feijao mungo ¢ baixo,
no geral, o conteudo de lipidios de leguminosas varia de 1,5 a 2,0 %, e pode oscilar devido a
fatores diversos, tais como: genotipo, origem, localizagdo, clima, condi¢des ambientais e tipo
de solo no qual elas crescem (ANDERSON, 1994, MACHADOQO, et al., 2009, GEIL;).

O fetjao-mungo € rico em minerais como potassio (843 mg/ 100 g), magnésio (127
mg / 100 g), célcio (124 mg / 100 g), fosforo (326 mg / 100 g) e ferro (4,4 mg / 100 g). Rico
em vitaminas como carotenos, tiamina, niacina, riboflavina e acido ascorbico. Fornece
quantidades significativas de ferro para dietas vegetarianas e em paises em desenvolvimento

onde ¢ consumido. E ainda rico em varios compostos bioativos como flavonoides (flavonas,



25

isoflavonas e isoflavondides), acidos fenolicos (acido galico, acido vanilico, acido cafeico,
acido cinamico, acido protocatecuico, acido chiquimico, dcido p-hidroxibenzobico, etc.) e acidos
organicos. A vitexina e isovitexina sao os principais componentes antioxidantes em feijao-
mungo (KAVYA, et al., 2014; TANG, et al., 2014%)

Devido ao seu elevado contetido de nutrientes e substancias biologicamente ativas,
o feijao-mungo vem sendo associado a atividade antioxidante, antitumoral, antidiabética, anti-
hipertensiva, anti-inflamatoria e antisséptica, bem como no controle da hipercolesterolemia
(TANG, et al., 2014%).

De acordo com Lorenz e D'appolonia (1980), a pratica de germinagdo de graos de
cereais e leguminosas tornou-se popular no mundo ocidental, eles podem ser usados em muitos
alimentos diferentes, incluindo itens de café da manha, saladas, sopas, cacarolas, macarrao e
produtos cozidos. O feijdo-mungo apresenta alta porcentagem de germinagdo da semente, bom
vigor, ¢ baixa porcentagem de sementes duras, o que favorece sua utilizagdo para a producao
de brotos (DUQUE et al., 1987)

O processo de germinacdo envolve vdrias atividades metabolicas na planta.
Promove mudangas fisico-quimicas na semente decorrentes da producdo de compostos mais
simples a partir de proteinas e carboidratos de armazenamento para proporcionar o crescimento
do embriao (MACHADO et al., 2009). Do ponto de vista nutricional, a germinagdo do feijao-
mungo para a producdo do broto-de-feijao aumenta o teor de proteinas e a sua digestibilidade,
promove um incremento no conteudo de compostos bioativos, além de reduzir fatores
antinutricionais (MAMILLA; MISHRA, 2017, TANG et al., 2014°, WONGSIRI; OHSHIMA;
DUANGMAL, 2015, ZHANG, et al., 2013).

Sendo assim, o feijado mungo ¢ uma leguminosa com grande potencial agrondmico
no Brasil e que ¢ rica em nutrientes e compostos bioativos que podem desempenhar efeito
funcional. Além disso, a germinacdo ¢ uma forma de processamento simples e econdmica que
pode melhorar seu conteudo nutricional e de compostos bioativos. Tendo em vista os poucos
dados na literatura nacional e internacional sobre o efeito da ingestdao do feijao mungo no perfil
lipidico e efeito hepatoprotetor, objetivou-se investigar este efeito no feijjado-mungo integral e

germinado em hamsters hipercolesterolemizados.
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3 OBJETIVOS

3.1.1 Geral

Avaliar o efeito hipocolesterolemizante e hepatoprotetor do feijdo-mungo cozido e

germinado.

3.1.2 Especificos

. Analisar a composi¢cdo centesimal, o teor de compostos fenolicos e a atividade

antioxidante total de feijao-mungo cozido e germinado;

o Determinar a digestibilidade verdadeira das proteinas de feijio-mungo cozido e
germinado;
o Verificar se a adi¢do de feijdo-mungo cozido e germinado a dieta ¢ capaz de reduzir

o colesterol plasmatico, mesmo mantendo a ingestdo de colesterol e acidos graxos saturados
em excesso;

o Avaliar o efeito da adig¢do de feijao-mungo cozido e germinado em marcadores de
funcdo e lesdo hepdatica e a deposicao de lipidios hepaticos mesmo mantendo a ingestdo de

colesterol e acidos graxos saturados em excesso.
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3 METODOLOGIA

3.1 Matéria-prima
O fejjado-mungo, cultivar MGS-Esmeralda, foi fornecido pela Embrapa Meio-

Norte, Teresina, PI, Brasil (Figura 1- A).

3.1.1 Coccao do feijao-mungo

Foi efetuada a sanitizacdo das sementes de feijdo-mungo por imersdo em solugado
de hipoclorito de s6dio a 300 ppm por 10 minutos e lavagem com agua em abundancia. O
cozimento dos graos de feijao foi realizado em autoclave (Prismatec, modelo CS-30) 120° C

com propor¢do agua (mL) / (g) feijao (2:1) por 15 minutos (Figura 1 - B)

3.1.2 Germinacio do feijao-mungo

A metodologia de germinagdo das sementes foi adaptada de Huang, Cai e Xu,
(2014). Foi efetuada a sanitizacdo das sementes de feijdo-mungo por imersdo em solugdo de
hipoclorito de s6dio a 300 ppm por 10 minutos e lavagem com 4gua em abundancia. Em
seguida, os graos limpos foram embebidos por 10 horas em agua potavel a temperatura
ambiente (30° C), apods esse periodo, a dgua foi drenada e os graos foram colocados em
recipientes de polietileno esterilizados, com furos na parte inferior para drenagem da agua e
revestimento de algodado, a germinagdo ocorreu na auséncia de luz por 72 horas em camara de
germinagdo (Marconi, modelo MA- 401), com circulacdo de ar, umidade relativa 100% e
controlador de temperatura variando de 25°C a 35°C. Durante o periodo de germinagdo os

brotos foram borrifados com agua potavel diariamente (Figura 1 - C).

A
Figura 1. Feijdo-mungo cru, B - Feijdo-mungo cozido, C- Feijdo-mungo germinado

3.1.3 Obtenciao das farinhas
O feijdo-mungo cozido e o feijdo-mungo germinado foram secos em estufa

ventilada a temperatura 50° C por 72h, apos o periodo de secagem, foram moidos em moinho
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analitico (IKA, modelo All) e peneirados (35 mesh) originando duas farinhas diferentes:
Farinha de Feijao-mungo Cozido (FFC) e Farinha de Feijado-mungo Germinado (FFG). As
farinhas foram acondicionadas em saco de polietileno, seladas e refrigeradas até serem

utilizadas na produg¢ao das dietas dos grupos experimentais.

3.2 Caracterizacao das farinhas

3.2.1 Composicao quimica

As andlises de umidade, cinzas, lipidios e proteinas (N x 6,25) da FFC e FFG foram
realizadas de acordo com metodologia oficial (AOAC, 2007), o teor de carboidratos foi
calculado por diferenca. O valor calorico foi estimado por meio dos fatores de conversao de
ATWATER: 4 kcal.g—1 para proteinas, 4 kcal.g—1 para carboidratos e 9 kcal.g—1 para lipidios
(WATT; MERRILL, 1963).

3.2.2 Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante total

3.2.2.1 — Preparo dos extratos

Para analise de Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante total foram
obtidos dois extratos de diferentes polaridades: extrato aquoso e etandlico (SOUSA; VIEIRA;
LIMA, 2011) utilizando-se dgua destilada e alcool etilico absoluto (PA), respectivamente. Para
extragdo utilizou-se 5g de amostra com adi¢do de S0mL de cada solvente (separadamente). O
conteudo de cada extrato foi homogeneizado em turrax por 1 minuto. Em seguida as amostras
foram submetidas a agitacdo continua em ultrasson com banho maria por 1 hora sob a
frequéncia 37 KHz e a temperatura 25 °C. Posteriormente o contetido foi filtrado a vacuo em
funil de buchner, utilizando papel filtro whatmann 4°. O filtrado de cada solvente foi coletado,
o seu volume foi medido utilizando proveta, em seguida foram armazenados em frascos ambar

para posterior analise.

3.2.2.2 Compostos Fendlicos Totais

A quantificacdo dos compostos fenolicos seguiu a metodologia descrita por Swain
e Hills (1959), adaptada por (SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011). A partir do extrato de cada
amostra, foram transferidos 0,5 mL em tubo de ensaio e adicionados 8 mL de agua destilada e
0,5 mL do reagente Folin Ciocalteu. A solugao foi homogeneizada e, ap6és 3 minutos, foi

acrescentado 1 mL de solucao de carbonato de sodio 20% (Na2COs3). Decorrida lhora de
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repouso em temperatura ambiente € na auséncia de luz, foram realizadas as leituras em triplicata
das absorbancias em espectrofotometro a 720 nm.

Utilizou-se como padrao o acido galico (SIGMA), nas concentragdes de 5, 10, 15,
30, 60, 120 e 180 pg/mL para construir uma curva de calibragdo. A partir da equagao da reta
obtida por regressao linear, efetuou-se o calculo do teor de fenolicos totais, expresso em mg de

4cido galico.100 g! de amostra.

3.2.2.3 Atividade Antioxidante Total utilizando o radical DPPHe (2,2 difenil-1-pricril-
hidrazil)

Este método tem por base a reducdo do radical DPPHe que, ao fixar um H (removido
do antioxidante em estudo), leva a uma diminui¢ao da absorbancia, foi descrito por Brand-
Willians et al. (1995) e adaptado por Kim et al. (2002). O DPPH foi dissolvido em metanol
puro para uma concentracdo de 0,1 mM. Essa solugdo foi entdo dissolvida em 1:100 com
metanol 80%, ajustando a absorbancia inicial em 515 nm para aproximadamente 0,800. A
absorbancia de 2,9 mL foi lida em 515 nm no tempo zero (Ao) em seguida adicionada uma
aliquota de 100 pL do extrato. A mistura foi incubada em temperatura ambiente ao abrigo de
luz por 30 minutos, seguida de nova medida da absorbancia em 515 nm (A30). A queda na
leitura da densidade oOtica das amostras foi correlacionada com o controle (C) (etanol ou
agua + radical DPPH"), estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdao do radical. O poder
de sequestro dos radicais foi calculado pela formula % = [1-(A30-C/Ao)]x 100 e o resultado foi
correlacionado com uma curva padrdo preparada com o antioxidante sintético Trolox para
construir uma curva de calibracdo. A partir da equagdo da reta obtida por regressao linear,

efetuou-se o célculo para verificar a atividade antioxidante.

3.2.2.4 Atividade Antioxidante Total utilizando o radical ABTSe+ 2,2’azinobis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)

Utilizou-se o método de captura do radical ABTS™ descrito por Re et al. (1999)

e adaptado por Sousa, Vieira e Lima (2011). Inicialmente formou-se o radical ABTS'+, a partir
da reacdo de 7 mmol de ABTS com 2,45 mmol de persulfato de potassio, os quais foram
incubados a temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 14 horas. Transcorrido esse tempo,
a soluc¢ao foi diluida em etanol até obter-se uma solu¢do com absorbancia de aproximadamente
0,700 a 734 nm. Foram adicionados 40 puL dos extratos, diluidos em etanol, a 1960 pL do

radical, determinando-se a absorbancia em espectrofotometro a 734 nm, ap6s 10 minutos do
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inicio da reacdo. A queda na leitura da densidade 6tica das amostras foi correlacionada com o
controle (etanol ou agua + radical ABTS™), estabelecendo-se a porcentagem de descoloragdo
do radical ABTS"". Utilizou-se como padrio o antioxidante sintético Trolox para construir uma
curva de calibragdo. A partir da equagao da reta obtida por regressao linear, efetuou-se o calculo

para verificar a atividade antioxidante.

3.3 Producao das Dietas Experimentais

3.3.1 Dietas experimentais

As dietas utilizadas no experimento foram:

- Dieta comercial (Labina — Purina) (DC — controle negativo)

- Dieta hipercolesterolemizante com caseina (DHC — controle positivo): cuja unica
fonte de nitrogénio foi a caseina a 20 % do peso da dieta, adicionada de 0,1 % de colesterol e
13,5 % de gordura saturada na forma de gordura de coco.

- Dieta experimental com FFC (DFFC): cuja tinica fonte de nitrogénio foi a proteina
total da FFC, com teor de 20 % do peso da dieta, adicionada de 0,1 % de colesterol e 13,5 % de
gordura saturada na forma de gordura de coco

- Dieta experimental com FFG (DFFQG): cuja unica fonte de nitrogénio foi a proteina
total da FFG, com teor de 20 % do peso da dieta, adicionada de 0,1 % de colesterol e 13,5 %
de gordura saturada na forma de gordura de coco.

- Dieta aproteica (DA): dieta isenta de fonte de nitrogénio

3.3.1.1 Planejamento nutricional das dietas

O Planejamento das formulagdes das dietas experimentais teve como base a
composicdo da dieta para animais em fase de crescimento proposta pelo AIN-93 (American
Institute of Nutrition, 1993) com mistura de minerais e vitaminas adequadas ao crescimento de
hamsters (REEVES, et al., 1993). Além disso, as recomendacdes nutricionais para hamsters
em fase de crescimento (animal com 35 a 130g), segundo o National Research Council (1995)
(Tabela 1) foram atendidas.

Tabela 1. Necessidades nutricionais de hamsters alimentados ad libitum

Componentes da dieta/energia % / Kg de Racao
Fibra alimentar 5al5
Carboidratos 65

Lipidios 4a?20

Proteinas 18a24

Fonte: National Research Council (1995)
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A gordura de coco e o colesterol foram utilizados como indutores da
hipercolesterolemia com base em outros trabalhos que desenvolveram estudos com hamsters
em modelos de hipercolesrolemia (FONTANARI, et al., 2012, FROTA, et al., 2008;
MENDONCA et al., 2009).

Os calculos para os diferentes componentes das dietas experimentais contendo
feijdo-mungo integral ou germinado foram baseados nas analises de composicao centesimal dos
feijoes integral e germinado de forma que as formulagdes da dieta hipercolesterolemizante e
dietas experimentais com FFC e FFG fossem isocaldricas, isoprotéicas e isolipidicas, e de modo
a fornecerem as mesmas quantidades de colesterol e cloreto de colina.

As dietas foram suplementadas com L-metionina por ser o aminoacido limitante em
dietas com proteina de leguminosas (FAO/WHO 1991). A dieta aproteica foi formulada de
modo a conter todos os nutrientes exceto proteina.

A Tabela 2 mostra a formulacdo planejada e composi¢ao nutricional planejada das
dietas utilizadas no experimento:

Tabela 2. Composicao planejada das dietas experimentais.

Ingredientes g/kg DHC  DFFC DFFG DA
Caseina 221 - - -
Feijao-mundo integral 855 -
Feijao-mungo germinado 769 -
L-metionina 3 3 -
Sacarose 50 50 50 50
Amido de milho 427.5 - - 548,4
Celulose Microcristalina 100 60 - 100
Oleo de soja 20 8 14 20
Gordura de coco 130 130 130 130
Colesterol 1 1 1 1
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mix mineral AIN 93 35 35 35 35
Mix vit AIN 93 10 10 10 10
BHT 0,024 0,024 0,024 0,024
Composicio quimica

Proteina 200 200 200 200
Gordura 150 150 150 150
Acido graxo saturado (g/100g) 70 70 70 70
Acido graxo monoinsaturado (g/100g) 20 20 20 20
Acido graxo polinsaturado (g/100g) 10 10 10 10

- Legenda: Dieta comercial (DC); Dieta Hipercolesterolemizante com Caseina (DHC); Dieta com Farinha de
Feijao Cozido (DFFC) Dieta com Farinha de Feijao Germinado (DFFG); Dieta Aproteica (DA).
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Todas as dietas experimentais (Figura 2 - A, B, C e D). Foram produzidas na forma
de po pela empresa PRAG SOLUCOES Biociéncias © com exce¢io da dieta comercial. As

dietas foram hidratadas e moldadas em forma de peletes em seguida seca em estufa 50°C.

Figura 2. A- Dieta hipercolesterolemizante com caseina, B- Dieta experimental com farinha
de feijao-mungo cozido, C- Dieta experimental com farinha de feijao-mungo germinado, D-
Dieta aproteica.

3.3.1.2 Composicao centesimal das dietas
As analises de umidade, cinzas, lipidios e proteinas da DHC, DFFC, DFFG, DC e
DA foram realizadas de acordo com metodologia da AOAC (2007). O teor de carboidratos foi

calculado por diferenga.

3.4 Ensaio biologico
O protocolo experimental foi conduzido no Biotério de Experimentagdo do

Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Piaui.

3.4.1 Critérios éticos

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados segundo
as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (National
Research council. 2010), pelos principios €ticos estabelecidos pela Experimentagao Animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA e pela legislagao
nacional para vivisse¢@o animal em vigor - Lei 11.794, de 08.10.2008 e Lei 9.605, de 12.02.98
(BRASIL, 2008; BRASIL, 1998). A pesquisa foi submetida a avaliagdo no Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui e aprovada sob CIAEP N°
01.0264.2014.
3.4.2 Animais

Foram utilizados para o estudo um total de 43 hamsters (Mesocricetus auratus),

machos, recém desmamados com padrdo sanitario convencional, provenientes do biotério da
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empresa ANILAB - Animais de Laboratorio, Criagdo e Comércio LTDA - EPP registrada no
CONCEA sob o CIAEP N° 01.0264.2014. Do total de animais do experimento, 37 foram
destinados ao ensaio principal e 6 animais para o ensaio de digestibilidade verdadeira da
proteina.

Os animais foram dispostos em gaiolas individuais, em local arejado, com
temperatura em torno de 20 a 25 °C, umidade relativa de 55 %, sendo expostos ao ciclo claro-
escuro de 12 horas. Os mesmos foram alimentados ad libitum e pesados duas vezes por semana
para avaliar o ganho de peso. As dietas foram pesadas e trocadas diariamente para verificar a
quantidade ingerida por cada animal, desprezando-se qualquer remanescente da dieta. A partir
da razdo entre o ganho de peso e quantidade da dieta consumida durante os 28 dias com dietas
experimentais, foram obtidos os Coeficientes de Eficiéncia Alimentar (CEA) para as dietas.

Foi realizada coleta de sangue por meio da veia cava. Para realizagdo dos
procedimentos de coleta de material bioldgico, os animais foram submetidos a anestesia geral
por aplicacdo inicial de lidocaina (10 mg/mL) e posteriormente de tiopental sddico na dose de
100 mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal. Apds os procedimentos de coleta, o
sacrificio foi realizado por exsanguinagdo e o figado foi coletado. Para coleta de fezes, no

periodo necessario, os animais foram dispostos em gaiolas metabolicas adaptadas.

3.4.3 Delineamento principal

O experimento principal (Figura 3), foi realizado com 37 hamsters. Os animais
passaram por um periodo de 20 dias de adaptacdo recebendo Dieta Comercial (DC) visando a
diminui¢do do estresse ocasionado pelo translado dos animais. Apos esse periodo, 2 animais
foram sorteados e deixados em jejum de 10 a 12 horas para coleta de sangue e analise do perfil
lipidico inicial dos animais (Tempo 0 - to). Apds a coleta de sangue, os animais foram
sacrificados e o sangue acondicionado em tubos contendo anticoagulante heparina (Liquemine)
com concentrac¢ao final de aproximadamente Img/mL para posterior anélise.

Apos adaptagdo, 8 animais foram separados aleatoriamente e continuaram
recebendo DC formando um grupo denominado Grupo Controle Negativo (GCN). Os demais
animais passaram a receber a Dieta Hipercolesterolemizante com Caseina (DHC), durante 21
dias. Ao final deste periodo, 3 animais foram sorteados e realizado uma nova coleta de sangue
e sacrificio dos animais (Tempo 1 - t1). As duas primeiras coletas de sangue tiveram como
objetivo avaliar os niveis lipidicos dos hamsters antes e apds indug@o de hipercolesterolemia.

A partir de entdo os hamsters foram divididos aleatoriamente em mais 3 grupos de

8 animais cada, levando-se em consideracao o peso dos animais. Cada grupo recebeu uma dieta
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diferente por um periodo de 28 dias. Um dos grupos continuou com a DHC e foi denominado
Grupo Controle Positivo (GCP). Outro grupo passou a receber a Dieta experimental com FFC
(DFFC) e foi denominado Grupo Farinha de Feijao-mungo Cozido (GFFC). Outro grupo passou
a receber Dieta experimental com FFG (DFFG) e foi denominado Grupo Farinha de Feijao-
mungo Germinado (GFFG).

Nos ultimos cinco dias de experimento (24° ao 28°) os animais foram colocados em
gaiolas metabolicas adaptadas para a coleta de fezes, as mesmas foram coletadas com auxilio
de pinga e armazenadas em freezer para analises posteriores. No final do periodo de 28 dias de
experimento e depois de um jejum de 10 a 12 horas os animais tiveram o sangue coletado e
acondicionado em tubos com anticoagulante heparina (Liquemine, Img/mL), para obtencao do
plasma e hemdcias para analises (Tempo 2 - t2). O figado dos animais foi removido pesado em

seguida e preservados em formol tamponado 10 % por 48h para andlise histologica.

3.4.4 Determinacao da digestibilidade verdadeira da proteina

Para a determinagdo da digestibilidade verdadeira da proteina do feijado-mungo
cozido e do feijdo-mungo germinado, foi formado outro grupo de 6 hamsters. Ap6s um periodo
de 7 dias de adaptagdo os animais passaram a ser alimentados com dieta isenta de proteinas
(dieta aproteica) durante 10 dias. Nos 5 ultimos dias os animais foram dispostos em gaiolas
metabolicas adaptadas para coleta de fezes e as mesmas foram coletadas com auxilio de pinga

e armazenadas sob refrigeracdo (-20 °C) para posterior analise.
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Figura 3. Fluxograma ensaio biologico principal

Legenda: GCN — Grupo Controle Negativo, GCP — Grupo Controle Positivo, GFFC — Grupo Farinha
de Feijao-mungo Cozido, GFFG — Grupo Farinha de Feijao-mungo Germinado, DH — Dieta
Hipercolesterolémica, DFFC — Dieta Farinha de Feijado-mungo Cozido, DFFG — Dieta Farinha de

Feijao-mungo Germinado
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3.5 Analises no plasma dos hamsters
Ap6s as coletas de sangue, em um periodo de no minimo 1 hora e no maximo 2
horas 0 mesmo foi submetido a centrifugagao a baixa velocidade (10.000 rpm, 15 min, 4°C)

para obtencao do plasma (WRIGHT; SALTER, 1998).

3.5.1 Perfil lipidico

Os testes para determinagdo do perfil lipidico no plasma seguiram o padrao
analitico recomendado pelo National Cholesterol Education Program (WARNICK, et al.,
1995). Para as analises foram utilizados kits da marca Labtest (Minas Gerais, Brasil) em
analisador automatico.

O teor de triglicerideos no plasma foi determinado através do kit enzimatico Cat.
87, contendo as enzimas lipase da lipoproteina, glicerolquinase e glicerol-3- fosfato peroxidase
(SOLONI, et al., 1971).

O colesterol total foi determinado através do kit Cat. 76, baseado no método
enzimatico-colorimétrico (CHOD/PAP) com colesterol esterase, colesterol oxidase e 4-
aminoantipirina.

O colesterol presente na lipoproteina de alta densidade (HDL) foi quantificado apds
precipitacdo das lipoproteinas (kit Cat. 13) que contém apolipoproteina B (VLDL e LDL),
seguida da quantificacdo do colesterol presente no sobrenadante (kit Cat. 76). O agente
precipitante ¢ o acido fosfotiingstico/cloreto de magnésio (PTA/MgC) (ABELL, et al., 1952).
O colesterol nao HDL (LDL-c + VLDL-c) foi calculado pela subtracdo do colesterol total pelo
HDL colesterol.

3.5.2 Fun¢ao Hepatica
Para determina¢do da funcdo de sintese hepdtica, os niveis séricos de proteinas
totais e albumina foram obtidos através de método colorimétrico enzimatico utilizando kits

comerciais da marca Labtest (Minas Gerais, Brasil), em analisador automatico.

3.5.2 Lesao hepatica
Para determinagdo de lesdo hepatica nos animais, os niveis séricos de Aspartato
aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT), foram obtidos através de método

colorimétrico enzimatico utilizando kits comerciais da marca Labtest em analisador automatico.



37

3.6 Analises nas fezes dos hamsters

As fezes dos hamsters, mantidos em gaiolas adaptadas para coleta do material foram
coletadas individualmente e armazenadas sob refrigeragcdo (-20 °C). Apds o fim do periodo de
coleta, as mesmas foram pesadas e secas em estufa a 50 °C por 36h, em seguida pesadas
novamente, trituradas e acondicionadas em frascos de polietileno e novamente refrigeradas para

posterior analises.

3.6.1 Digestibilidade verdadeira da proteina

O teor de nitrogénio das fezes foi analisado pelo método de micro-Kjeldhal para o
calculo de Digestibilidade Verdadeira (DV) da proteina das dietas experimentais. A DV foi
entdo calculada subtraindo-se, da quantidade de nitrogénio ingerido nas dietas experimentais, a
quantidade excretada nas fezes dos animais GFFC e GFFG menos a perda metabdlica no
material fecal. Esta ultima foi estimada pelo montante de nitrogénio excretado pelos hamsters
alimentados com a dieta aproteica (FAO/WHO, 1991).

Para célculo da digestibilidade verdadeira da proteina foi utilizada a formula:

DV% =

[-(F-F
%XlOO

Onde:

DV: digestibilidade verdadeira

I: g de nitrogénio ingerido

F: g de nitrogénio excretado nas fezes do animal com dieta experimental

Fk: g de nitrogénio excretado nas fezes do animal com dieta aprotéica

3.7 Analise histopatologica
Apos sacrificio, o figado dos animais foi removido e preservado em formol
tamponado 10 % por pelo menos 48 horas. Em seguida foram feitas sec¢des transversais no
figado e cada animal foram escolhidos trés cortes. Estes cortes foram submetidos as técnicas
histologicas habituais com desidratacdo, inclusdo em parafina para obtengdo de cortes de 5 pm
de espessura que em seguida foram corados com hematoxilina-eosina pela equipe do
Laboratorio de Histologia da UFPI.
As laminas com cortes histologicos dos o6rgaos foram analisadas em microscopio de

luz (Olympus) e fotomicrografadas em sistema fotomicrografico digital (Nikon Eclipse E200,
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Japan). A anélise dos cortes histologicos foi realizada por meio de software de analise de
imagem (Belmicroimageanalyzer).

A avaliagdo histologica do figado incluiu a andlise semiquantitativa dos achados
histopatologicos. Para esta analise todas as laminas foram codificadas e analisadas por um
patologista sem conhecimento prévio dos tratamentos aos quais os animais haviam sido
submetidos. As alteragdes verificadas no tecido hepatico foram graduadas em uma escala de 1+

até 4+, cuja classificagdo esta demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3. Classificagdo das alteragdes no tecido hepatico

Numj:rro de Descri¢ao dos achados
+ Sem alteracdes Tecido hepatico normal, higido
Tecido hepatico com leve aumento da relacdo
++ Alteragdes leves nlcleo/citoplasma dos hepatdcitos e discreta congestdo
capilar
Tecido hepatico com aumento moderado da relacdo
~ icleo/citoplasma dos hepatocitos, congestdo vascular
+++ AlteragOes moderadas fucleoretiop p ’ &

leve, aumento da celularidade e presenca de infiltrado
inflamatorio leve.

Tecido hepatico com perda de delimitacdo celular dos
hepatdcitos, degeneragdo vacuolar com grande aumento

-+ Alteracdes graves da celularidade, infiltrado inflamatério grave, grande
quantidade de macrofagos e celulas de Kupffer nas areas
de congestao e necrose.

3.8 Analise estatistica

Os resultados de composi¢do quimica, compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante total e digestibilidade verdadeira da proteina foram expressos em médias e desvio-
padrdo. Enquanto os resultados de ganho de peso, consumo, peso do figado, parametros
lipidicos plasmaticos, analises de funcao hepatica e lesdao hepatica foram expressos na forma de
médias e erros-padrdo. Para comparagdo de médias, foi aplicado primeiramente o teste de
Kolmogorov- Smirnov para avaliar a normalidade dos dados. Quando os dados apresentaram
distribuicdo normal utilizou-se o teste t- Student para comparagdo de duas médias e analise de
varidncia (ANOVA) para comparagdo de trés ou mais meédias, quando houve diferenga
significativa, foi aplicado o teste de comparagdo multipla de Tukey HSD, ao nivel de
significancia de 5 %. Para os dados com distribui¢cdo ndo normal, utilizou-se o teste Kruskal-

Wallis, quando houve diferenca estatistica utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
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Whitney, ao nivel de significancia de 5 %. O programa estatistico utilizado foi o SPSS 10.0

(USA). A construgdo dos graficos foi realizada no programa SPSS 10.0 (USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio do feijao-mungo cru, cozido e germinado
Os resultados de composi¢ao quimica do feijao-mungo cru, do feijado-mungo cozido

(FFC) e do feijao-mungo germinado (FFG) encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Composi¢ao quimica do feijdo-mungo (Vigna radiata L.) cru, cozido (FFC) e
germinado (FFG), em base seca.

Componente (%) Feijao-mungo cru FFC FFG
Umidade 11,39+£0,01°¢ 7,4420,62° 6,95+0,27°
Cinzas 3,75+0,02° 3,43+£0,02*° 4,14+0,08
Lipideos 1,08+0,05° 1,25+0,03 ¢ 0,63+0,02°
Proteinas 21,90+0,23% 23,40+0,19° 26,18+0,36°
Carboidratos* 73,42+0,025°¢ 71,94+0,18° 69,03+0,27%
VET (Kcal.100g™) 391,08 392,3 386,61

- VET: Valor Energético Total. - Média + desvio padrdo.- *Carboidratos calculados por diferenca, inclui fibras.
- Médias seguidas de mesma letra nas linhas, dentro de cada componente quimico, sdo iguais estatisticamente,
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Duangmal et al. (2015) identificaram 9,3% de umidade no feijao-mungo cru, valor
proximo ao observado neste estudo. Tanto a FFC quanto a FFG apresentaram um baixo teor de
umidade, resultado que ja era esperado considerando que ambas passaram por processo de
secagem em estufa.

O cozimento dos graos para a produ¢ao da FFC pode ter proporcionado uma perda
de minerais para a 4gua de coc¢do, o que justifica a redugao significativa no teor de cinzas na
FFC em relagdo ao grao cru (EL-JASSER, 2010). De maneira similar, Pinheiro et al. (2013)
observou um teor de cinzas de 3,56% no feijado-caupi cru e uma redugdo significativa apds o
cozimento, com 1,31% de cinzas.

O elevado teor de cinzas na FFG pode ter sido ocasionado pela incorporagao,
durante o periodo germinativo, de minerais presentes na 4gua de embebicado e borrifacdo, ja que
a mesma era potavel. Machado et al. (2009) também observaram um aumento do teor de cinzas
apds a germinagao em feijao-mungo.

Mubarak (2005) observou uma redugdo significativa no teor de lipideos e
carboidratos ap0s a germinacgao de forma semelhante a este estudo. Foi observado por este autor
1,85% de lipideos no grao cru e de 1,45% no grao germinado e teores de 62,4% de carboidratos
no grao cru € 61,7% no grao germinado. A reducdo nos teores de lipideos e carboidratos apos
a germinacao promoveu uma reducdo no Valor Energético Total do grao germinado em relagao

ao grao cru e a FFC.
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O decréscimo nos teores de lipideos e carboidratos na FFG ja era esperado levando-
se em consideracdo que a germinagdo ¢ um processo metabdlico intenso que transforma
substancias de reserva das sementes em compostos mais simples, prontamente utilizaveis pela
planta, como aminoacidos, a¢tcares, enzimas e vitaminas (MACHADO, et al. 2009). Os niveis
mais elevados no conteudo de lipideos na FFC em relagdo ao grao cru podem ser atribuidos a
uma possivel ocorréncia de dissociagdo de complexos lipidicos apds a cocgdo (AKPAPUNAM;
ACHINEWHU, 1985).

O teor de proteinas na FFG foi significativamente mais elevado em relagao ao grao
cru e a FFC. A elevacdo do teor de proteinas totais apds a germinacdo de feijado-mungo foi
observada por outros autores. Machado et al. (2009) observaram 29,2% no grao cru e 35, 6%
no germinado, enquanto Mubarak (2005) encontrou 26,6% no grao cozido em autoclave e 30%
no germinado.

Wongsiri, Ohshima e Duangmal (2015) observaram 25,6% de proteinas no feijao-
mungo cru e 28,0% no germinado. Estes autores verificaram um incremento nas quantidades
da maioria dos aminodcidos essenciais de forma progressiva com o tempo de germinacao,
exceto lisina, metionina e cisteina, que ndo apresentaram diferengas significativas. Nesse
estudo, a fenilalanina foi o aminoacido essencial com maior incremento durante a germinagao.

As leguminosas sao uma importante fonte de proteinas para a populagdo
principalmente nos paises onde a ingestdo de proteina animal € limitada por escassez na oferta
ou por habitos religiosos ou culturais (LIENER, 1962). Neste sentido, a germinagdo ¢ uma
alternativa interessante para a melhoria do contetido deste nutriente no feijao-mungo. Farinhas
de leguminosas tém sido empregadas para melhorar o contetido nutricional, principalmente em
relagdo a proteinas de diversos alimentos (BOYE, et al., 2010).

Os teores de Compostos Fendlicos Totais (CFT) e Atividade Antioxidante Total
(AAT) utilizando o radical DPPH" e o radical ABTS™" em extrato aquoso € etandlico estio
apresentados na Tabela 5.

A opcao pela extracdo em diferentes polaridades ¢ interessante tendo em vista que
os Compostos Fenodlicos (CF) e outros compostos bioativos que desempenham atividade
antioxidante apresentam estruturas quimicas variadas, assim como existem variagdes de

sensibilidade dos compostos as condigdes de extragdo (ANTOLOVICH, et al. 2000).
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Tabela 5. Compostos Fenolicos Totais (CFT) e Atividade Antioxidante Total com o radical
DPPHe« (AAT-DPPH) e com o radical ABTS++ (AAT-ABTS) no feijao-mungo cozido (FFC) e
no feijado-mungo germinado (FFG) em extrato aquoso e etanolico.

Extrato FFC FFG
ggde 4cido gélico.100g™) I8,8220,35° 160,45£2,68°
l(tf;{i_e ?ﬁ’i 00g™) AquosO 1y 1744 ga 119,1943,4°
a?nT()-l fg:lox. 100 482,93+1,44° 591,534,920
g; de dcido galico.100g™) I LI
afnTo'l lgfﬁiox_loog-l) Btandlico 69 7047,440 110,98+1,35"
AAT- ABTS 115,86+1,56 235,93+24,12°

(umol de trolox.100g™)
- Média + desvio padrdo. - Médias seguidas de letras minusculas iguais nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo
teste de t de Student, a 5% de significancia.

Foram observadas maiores concentragdes de CFT no extrato aquoso, tanto na FFC
quanto na FFG. Rockenbach et al (2008), do mesmo modo, identificaram uma maior extracao
de compostos fendlicos utilizando dgua como solvente em relagdo ao etanol puro. O teor de
CFT no feijao-mungo pode variar bastante dependendo da cultivar avaliada. Zhang et al. (2013)
encontraram (usando extrato de metanol+acetona+agua/ 7:7:6) entre 90 e 507 mg de acido
gélico.100g™! em grios de feijio-mungo em diferentes cultivares avaliados.

O teor de CFT foi significativamente superior na FFG, tanto em extrato aquoso
quanto em extrato etandlico. A elevagdo do conteudo de CFT apds a germinacdo verificada
neste estudo também foi observada por outros autores, entretanto com variagcdes em relagdo ao
tempo e a temperatura de germinagdo. Mamilla e Mishra (2017) observaram em seu estudo
utilizando extrato etandlico, 90 mg de 4cido galico.100g™! no feijio-mungo cru e apds a
germinagdo entre 150 e 250 mg de 4cido galico.100g-!' a depender da temperatura empregada
durante a germinacdo, 30 ou 40°C, respectivamente.

Huang et al. (2014) utilizando extrato acetonico observaram no feijado-mungo cru,
100 mg de 4cido géalico.100g™! e apds a germinagdo valores entre 410 e 1200 mg de 4cido
galico.100g™!' a depender do tempo de germina¢io de 24h até 120h, sendo o maior valor
observado em 24h de germinagao.

Wongsiri, Ohshima e Duangmal (2015) relataram em extrato etandlico, um teor de
281 mg 4cido galico.100g™ no grio cru e 978 mg de 4cido gilico.100g™ apds 24h de

germinagdo. Xue et al. (2016) observou em extrato acetonico um aumento no teor de CFT apos
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a germinacdo, entretanto o maior valor foi observado no quinto dia de germinacdo, atingindo
um teor maximo de 579 mg de acido galico.100g 'quase 1,20 vezes o valor das sementes.

Tang et al. (2014°) verificaram em feijio-mungo, uma reducio no teor vitexina e
isovitexina apOs a germinagdo, acompanhada de um aumento significativo de Kaempferol,
isoquercitrina e rutina. Além disso, acido fendlicos como o 4cido xiquimico e o acido caféico,
que ndo foram identificados nos graos, foram detectados apds a germinagao.

O processo de cozimento para a produgao da FFC pode ter provocado uma redugao
no teor de CFT, isso porque os compostos bioativos sao degradados quando submetidos ao
processamento térmico (RAWSON, et al. 2011).

Em extrato aquoso, a AAT da FFG foi significativamente mais elevada em relacao
a FFC pelo método utilizando o radical ABTS™ (AAT-ABTS), no entanto, nio foi verificada
diferenga significativa empregando o radical DPPH' (AAT-DPPH). Em extrato etandlico, a
FFG apresentou uma AAT significativamente mais elevada que a FFC em ambos os métodos.
A elevagdo na AAT apds a germinagdo de feijdo-mungo foi observada por outros autores,
empregando diferentes solventes na extracao.

Mamilla e Mishra (2017), utilizando uma mistura de 4gua e etanol (1:8/v:v) como
solvente, observou uma elevacdo na AAT-DPPH de feijio-mungo apds a germinacdo . A
quantificagdo realizada neste estudo, empregando esses mesmos solventes isoladamente
permite uma visdo mais abrangente sobre a natureza dos compostos antioxidantes extraidos.
Vayupharp e Laksanalamai (2013) utilizando 4cido cloridrico e Wongsiri, Ohshima e
Duangmal (2015) utilizando etanol como solvente, verificaram uma elevagdo progressiva com
tempo de germinacdo na AAT-DPPH de feijao-mungo.

A utilizacdo de dois diferentes métodos de quantificagdo da AAT possibilita a
obtengdo de informagdes complementares acerca da AAT de um alimento. O radical ABTS™
apresenta a vantagem de medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica ja
o DPPH’ ¢ um radical estavel e com baixa taxa de deterioragao e reatividade com a maioria dos
compostos, assim sendo, apenas reagentes redutores mais fortes sao capazes de reagir com estes
radicais estaveis em um modo estequiométrico (KUSKOSKI et al, 2005, SANTOS et al, 2007).

Neste estudo, foi verificada uma maior AAT pelo método utilizando o radical
ABTS"™", de modo semelhante, Pajak et al. (2014), empregando metanol como solvente na
extragdo, identificou uma maior AAT-ABTS em feijdo-mungo em comparagdo a AAT-DPPH.
Xue et. al. (2016) observou em extrato acetonico, um aumento crescente, de acordo com o
tempo de germinagdo tanto na AAT-ABTS quanto na AAT-DPPH, entretanto, ao contrario

deste estudo, maiores valores foram verificados empregando o radical DPPH".
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A agdo antioxidante “in vivo” dos compostos bioativos nos alimentos depende de
algumas condi¢des, como a complexidade da matriz alimenticia, absor¢do e biodisponibilidade
em condigdes fisiologicas, concentracdo plasmatica ideal para desempenhar sua atividade
antioxidante; compartimento celular de atuagdo, entre outros (BARBOSA, et al. 2010,

OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

4.2 Caracterizacio das dietas experimentais

A partir dos dados de composi¢ao centesimal da FFC e da FFG (Tabela 4) foram
definidas as formulag¢des das dietas experimentais (Tabela 2).

Os resultados de composicdo centesimal das ragdes experimentais estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6.Composicdo Quimica das dietas hipercolesterolemizante com caseina (DHC), com
feijdo-mungo cozido (DFFC), com feijao-mungo germinado (DFFG),) Dieta Comercial (DC) e
Dieta aproteica (DA), em base seca.

Componente (%) DHC DFFC DFFG DC DA
Umidade 6,85+0,17°  7,24+0,20°  7,94+0,15*  10,21° 10,82+0,25¢
Cinzas 4,80+0,19°  4,12+0,063° 5,42+0,02¢  7,78¢ 2,12+0,0132
Lipideos 14,61+0,07° 11,65+0,13* 12,72+0,88%® 3.28° 12,4040,35%°
Proteinas 19,06+£1,0° 18,87+0,18> 20,32+0,19° 20,88° 0,75+0,052
Carboidratos* 61,30+0,80° 65,46+0,39° 61,51+0,57* 68,18+0,28° 84,68+0,25°
VET 453,04 44226 441,91 143,70 454,54

(Kcal.100g™)
- VET — Valor Energético Total. - Média + desvio padrio. - *Carboidratos calculados por diferenca, inclui fibras.
- Médias seguidas de mesma letra nas linhas, dentro de cada componente quimico, sdo iguais estatisticamente,
pelo teste de Tukey, a 5% de significéncia.

A Dieta comercial ndo apresentou diferenga no teor de proteina em relacdo as
demais dietas, entretanto o teor de lipideos foi inferior levando-se em consideracdo que a
mesma nao € hipercolesterolemizante. A Dieta com Feijao Cozido (DFFC) apresentou
diferenca no teor de lipideos em relagdo a Dieta Hipercolesterolémica com Caseina (DHC),
entretanto, essa diferenca ndo ocorreu entre a mesma e a DFFG, portanto, ndo prejudicou o

experimento. Todas as formulagdes estavam de acordo e semelhante ao planejado (Tabela 2).
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4.3 Ensaio biolégico

4.3.1 Ensaio - Digestibilidade Verdadeira da proteina
O resultado de Digestibilidade Verdadeira (DV) da proteina do Feijao mungo

integral e germinado em comparagdo com a DV da caseina estdo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Digestibilidade Verdadeira (DV) da Caseina, da proteina da Farinha de Feijao-
mungo Cozido (FFC) e da proteina da Farinha de Feijao-mungo Germinado (FFG).

- Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

A DV da proteina de um alimento permite estimar o real aproveitamento deste
nutriente pelo organismo e representa um importante parametro para escolhas alimentares
inteligentes (BOYE; WIJESINHA-BETTONI; BURLINGAME, 2012).

A determinacdo da DV da proteina “in vivo” empregada neste estudo demonstra
vantagens em relagdo a metodologia “in vitro”, ja que esta Ultima possui algumas limitagdes
nas etapas de hidrolise e precipitagdo das proteinas e variagdes entre os diferentes
procedimentos aplicados. Além disso, ensaios “in vitro” parecem se comportar de maneira
diferente dos ensaios “in vivo” em relacdo a presenga de compostos antinutricionais,

especialmente inibidores de protease, possivelmente em decorréncia de uma adaptagdo
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fisiolégica com producdo de enzimas com efeito compensatério pelo organismo
(TAVANO, et al., 2016, TAVANO; NEVES; SILVA JUNIOR, 2008).

A DV da caseina foi superior a DV da proteina da FFC e da FFG. A caseina ¢
apontada pela Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdao - FAO como
uma proteina de alto valor bioldgico com valores de digestibilidade verdadeira em torno de
99% (FAO/WHO, 1991).

A presenca de fibras alimentares e fatores antinutricionais como inibidores de
tripsina, quimotripsina, lectinas, fendis e taninos nas leguminosas pode interferir na absorcao e
aproveitamento das proteinas visto que dificultam a hidrolise completa das mesmas pelas
proteases pancredticas o que explicaria a menor DV da FFC e da FFG em relacdo a caseina.
Condigdes genéticas e agrondomicas das leguminosas podem influenciar na presenca de tais
fatores (DAMADORAN, 2010, GILANI; XIAO; COCKELL, 2012, PANDURANGAN, et al.,
2015).

A DV da proteina da FFC neste estudo ¢ proxima a DV da proteina “in vivo” de
feijao preto, fava e soja cozidos observadas no estudo de Gilani e Sepehr (2003) com 83%, 82%
e 81% respectivamente, e 80,4% mostrada no estudo de Rutherfurd et al. (2014) em feijao
comum cozido.

A FFG apresentou uma DV da proteina significativamente superior a DV da
proteina da FFC. Uma maior DV da proteina do feijao-mungo germinado em relacao ao cozido
também foi verificada no estudo de Noor, Bressani e Elias (1980) “in vivo”, que observou 79%
no feijado-mungo cozido e 86% apos 48h de germinagao, entretanto, ndo foi observada diferenga
significativa apos 96h de germinagdo. Estes mesmos autores submeteram o grao germinado ao
cozimento e foi observada uma diferenca significativa entre a DV da proteina dos graos
germinados e cozidos em todos os tempos avaliados (24, 48 e 96h) em relagdo aos graos apenas
cozidos.

Khalil (2001) observou “in vivo” uma diferenca significativa na DV da proteina de
fava cozida em autoclave (DV = 85%) em relagdo ao grao germinado por 72h (DV = 88%).
Estes mesmos autores, entretanto, ndo observaram diferenca significativa em relagdo ao grao
cozido sem pressao.

Shimelis e Rakshit (2007) observaram “in vitro” um incremento significativo na
DV da proteina de trés variedades diferentes de feijao comum cru apds a germinagao, entretanto
ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos cozidos e germinados em
diferentes formas de cozimento (cozimento com e sem embebi¢cdo em dgua; cozimento sem

pressdo e com pressao em autoclave) e em diferentes tempos de germinacao (24h, 48h, 72h,


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi2tIfWmKzTAhVJkJAKHevRBTIQFggjMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fbrasil%2Fpt%2F&usg=AFQjCNGRwVZCE-NIdMuhHnTrT6DccD2Exw&sig2=KLolrKshQQjPiDZvUhqmzQ
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96h). Ao submeter os graos germinados ao cozimento, estes autores observaram valores de DV
da proteina variando de 81 a 94% proporcionando um significativo incremento em relagdo aos
graos que foram apenas cozidos.

Estes mesmos autores identificaram uma reducdo no teor fatores antinutricionais
como de inibidores de tripsina, taninos, saponinas, fitatos e lectinas nos grios apds a
germinagdo, no entanto, os processos de cozimento foram mais eficazes na reducdo dos
mesmos, sendo que o processo de germinagdo combinado com o cozimento foi o que obteve
melhores resultados.

Neste estudo, a FFG apresentou um teor mais elevado de CFT (Tabela 5) o que
poderia prejudicar a DV da proteina da mesma, entretanto isto ndo ocorreu. O processo de
germinagdo em combinagdo com a etapa de aquecimento e secagem em estufa a 50 °C por 72h
durante o processamento da FFG pode ter contribuido para a diminuicdo de outros fatores
antinutricionais, como os inibidores de tripsina e taninos, que s3o mais sensiveis ao
processamento térmico, proporcionando a producdo de uma farinha com maior teor de
compostos bioativos € melhor DV da proteina (KALPANADEVI; MOHAN 2013)

Alguns estudos tém apontado que além da presenga de fibras e fatores
antinutricionais, a digestibilidade de uma proteina estaria relacionada, as suas propriedades
estruturais e sequéncia de aminoacidos, o que faz com que mesmo proteinas com certa
homologia, como ¢ o caso das globulinas de leguminosas, possam experimentar
comportamentos distintos (SALAZAR-VILLANEA et al., 2016, YANG et al., 2016).

Carbonaro et al. (2000) observou que propriedades estruturais inerentes das
principais globulinas de armazenamento, 7S para feijdo comum e 11S para fava, tem mais
influéncia na limitacdo da digestdo destas proteinas que a presenga de compostos fendlicos
ligados as mesmas. Ademais, o tratamento térmico empregando temperaturas muito elevadas

poderia prejudicar a digestibilidade das proteinas de leguminosas.

4.3.2 Ensaio Principal

4.3.2.1 Peso e consumo alimentar dos animais

O peso corporal dos animais no momento inicial e final do experimento, a ingestao
total, ganho de peso, consumo diario médio e Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA)
durante as quatro semanas com dieta experimental, dos grupos Controle Negativo (CN),
Controle Positivo (CP), Grupo experimental com Farinha de Feijdo integral (GFFC) e Grupo

Experimental com Farinha de Feijao Germinado (GFFG) estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Peso corporal, ganho de peso, consumo diario médio e Coeficiente de Eficiéncia
Alimentar (CEA) dos hamsters nos grupos controle negativo (GCN), controle positivo (GCP)
e grupos experimentais com farinha de feijao integral (GFFC) e germinado (GFFG).

Anélise GCN GCP GFFC GFFG
Peso inicial 52,0+4,6 56,87+3,6 54,9+2.7 53,624
Peso final 130,75+3,4 134,13+4,4 141,45+2,7 140,2+2.4
Ganho de peso 28 dias ~ 17,5+1,3? 30+2,9° 25,55+1,4° 26+2,0°
Consumo diério 9,97+0,5° 7,95+0,3? 9,80+0,2° 9,34+0,3"
CEA 6,50+0,5° 11,56+0,7° 9,28+0,4° 10,27+0,8°

Meédia =+ erro padrdo. CEA = ganho de peso/ingestdo da dieta multiplicado por 100. Médias seguidas de mesma
letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia

O peso inicial dos animais nao apresentou diferenga significativa demonstrando
homogeneidade da distribui¢do dos animais. O ganho de peso durante os 28 dias de experimento
dos animais do GCN diferiu significativamente do demais grupos. Além disso, apesar dos
animais do GCN terem ingerido uma quantidade superior de ra¢do em relacdo ao GCP e uma
quantidade igual ao GFFC e GFFG, apresentou um ganho de peso significativamente inferior a
estes grupos no periodo de intervengdo, bem como um menor coeficiente de ingestao alimentar.

Esse resultado era esperado ja que este grupo de animais ndo recebeu os agentes
hipercolesterolemizantes na dieta, o colesterol e a gordura saturada na forma de gordura de
coco. Ferreira et al. (2014) observou um maior consumo, menor ganho de peso e menor CEA
no grupo que nao recebeu agentes hipercolesterolemizantes em relacdo aos grupos
experimentais hipercolesterolemizados, de forma similar a este estudo.

Os grupos GCP, GFFC e GFFG por receberem dieta com adi¢do de gordura e
colesterol apresentaram um maior ganho de peso em relagdo ao GCN durante os 28 dias de
experimento e ndo houve diferencga significativa no ganho de peso entre esses grupos, apesar
do consumo dos animais dos grupos GFFC e GFFG terem sido significativamente maior em
relacdo ao GCP, nao houve diferenca em relacio ao CEA. O consumo dos animais foi ad
libitum, sendo assim, pode ter ocorrido uma maior aceitagdo das ragdes com FFC e FFG.
Fontanari et al. (2012) observaram um consumo mais elevado de ragdo hiperlipidica com
tremogo em relacdo a racdo com caseina.

O ganho de peso de forma homogénea entre os grupos GCP, GFFC e GFFG indica
que as diferencas no perfil lipidico observadas entre esses grupos de animais ndo foram
decorrentes de um menor acumulo de gordura, portanto, outros mecanismos podem estar

envolvidos.
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4.3.2.2 Peso do figado dos animais

A figura 5 ilustra os pesos médios dos figados dos animais por 100g de peso
corporal dos animais (g/100g) dos grupos controle negativo (GCN), controle positivo (GCP) e
grupos experimentais com farinha de feijao integral (GFFC) e germinado (GFFG)

5,007

4007

3,007

2,007

1,007

Figado (g/100g) de peso corporal

0,00 T T | T
GCP GCN GFFC GFFG

Grupos experimentats
Barras de erro; 95% CI

Figura 5. Peso médio do Figado (g/100g) dos grupos controle negativo (GCN), controle
positivo (GCP) e grupos experimentais com farinha de feijao integral (GFFC) e germinado
(GFFQG).

- Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

O peso do figado (g/100g) nos animais do GCP foi significativamente superior em
relagdo aos demais grupos e ndao houve diferenga significativa entre os grupos GCN, GFFC e
GFFG. O peso mais elevado verificado no GCP pode estar relacionado a um maior acumulo de
colesterol e 4cidos graxos no figado destes animais. Liao, Lin e Kuo et al. (2015) observaram
um teor significativamente mais elevado de triglicerideos e colesterol total no figado de
hamsters hipercolesterolemizados e um maior peso desses lipideos em relagao ao peso do figado
nos animais hipercolesterolemizados em relagdo aos animais ndo hipercolesterolemixados.

Fontanari et al. (2012) e Frota et al. (2008) observaram em hamsters
hipercolesterolemizados que o peso do figado de animais alimentados com caseina foi
significativamente mais elevado em relagdo aos animais alimentados com farinha de tremogo e
feijdo-caupi como fonte de proteinas, respectivamente, entretanto, estes autores ndo observaram
diferenca significativa entre os hamsters alimentados com isolado proteico destas leguminosas,

sugerindo que apenas o grao integral apresenta essa relacao.
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Bellassoued et al. (2015) observou uma redugdo significativa no peso do figado
(g/100g) de ratos hipercolesterolemizados tratados com cha verde fermentado (kombucha), rico
em compostos antioxidantes, em relacao aos animais que nao receberam o tratamento. Chen et
al. (2015) também observaram este efeito em hamsters tratados com astaxantina em po, um

carotenoide com elevada atividade antioxidante.

4.3.2.3 Perfil lipidico

O perfil lipidico dos animais sacrificados antes (Tempo 0 — to) € apds (Tempo 1 -t1)
os 21 dias de hipercolesterolemia estdo apresentados na Tabela 8. Essa medida foi realizada
visando a confirmagao da hipercolesterolemia induzida pela dieta nos animais.

Tabela 8. Perfil lipidico dos animais antes e apos 21 dias de hipercolesterolemia
hipercolesterolemia (Tempo O - t0 € Tempo 1 - t1)

Parametros lipidicos Basal- to Hipercolesterolemizados- ti
(mg/dL) (n=2) (n=3)
Colesterol total 97,50+1,52 174,66+17,5°
Triglicerideos 155,00+3,0% 186,00+4,0°
HDL-colesterol 20,00+3,02 55,66+4,7°

Colesterol ndo HDL (VLDL+LDL)* 77,50+1,52 112,50+2,5°

- Média + erro padrdo. - Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste t de
student, a 5% de significancia

O modelo experimental utilizando hamsters e a adigdo de gordura de coco e
colesterol a dieta foi eficaz no estabelecimento da hipercolesterolemia no periodo de 21 dias, o
que pode ser comprovado pela elevagao de todos os parametros lipidicos avaliados.

Zhang et al. (2009) compararam ratos e hamsters como modelos de
hipercolesterolemia e verificaram que estes animais respondem de maneira diferente ao
colesterol dietético, de forma que os hamsters, assim como os seres humanos sdo hiper-
responsivos e ratos relativamente hipo- responsivos ao aumento de colesterol e gordura na dieta.
Neste estudo, a elevacao do Colesterol Total (CT) e LDL-colesterol dos ratos foi inferior a dos
hamsters e além disso, os ratos ndo apresentaram aumento dos Triglicerideos (TG) nem do
HDL- colesterol com a hipercolesterolemia.

Liao, Lin e Kuo (2015) compararam as proteinas hepaticas de hamsters
hipercolesterolemizados e nao hipercolesterolemizados, e de um total de 1191 proteinas
identificas, 135 foram expressas de maneira diferente no grupo hipercolesterolemizado.

O perfil lipidico dos animais apds os 28 dias de tratamento (Tempo 2 — t2) com a

FFC e com a FFG estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Perfil lipidico nos grupos controle negativo (GCN), controle positivo (GCP) e grupos
experimentais com farinha de feijao integral (GFFC) e germinado (GFFG) no momento final
do experimento (Tempo 2 — t2).

Parametros lipidicos GCN GCP GFFC GFFG
Colesterol total 93,14+4,1°  191,00+12,6°  151,44+53>  14528+6,4°
Triglicerideos 31,87+5,7F 88,83+ 4,5° 68,75+7,3° 78,00+9,3 °
HDL-colesterol 24,71£1,28  44,83+3,7° 41,00+3,6° 38,42+1.1°
Colesterol ndao-HDL

(VLDL+LDL)* 68,42+3,6°  146,16x12,5°  110,44+5,5°  106,85+5,7°
+

- Média + erro padrdo. - Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de significancia.
-Colesterol ndo-HDL = Colesterol total — HDL colesterol

Hamsters mais jovens apresentam niveis séricos de TG mais elevados que hamsters
adultos, o que poderia explicar a redu¢do dos TG no t; em relagdo ao to e ao t; (Tabela 8), mesmo
no GCP (NAVARRO, et al., 2006). Neste estudo, todos os animais iniciaram a pesquisa com a
mesma idade e passaram pelas mesmas condi¢des simultaneamente o que garante a comparacao
entre os grupos. O GCN, que ndo recebeu agentes hipercolesterolemizante na dieta, apresentou
todos os niveis séricos de perfil lipidico inferiores aos demais, incluindo TG.

Nao houve diferenca significativa entre 0 GFFC e o GFFG quanto aos parametros
de perfil lipidico avaliados. Estes grupos se comportaram de maneira semelhante, apresentado
uma  redugdo  significativa  nas  concentracdes  plasmaticas de CT e
colesterol ndo- HDL (n- HDL- ¢) quando comparados ao GCP, sendo assim, tanto feijao-
mungo cozido quanto o germinado apresentaram efeito hipocolesterolemizante. Nao foi
verificada diferenca significativa nas concentracdes de Triglicerideos (TG) e
HDL- colesterol (HDL-c) em relagao ao GCP.

A inclusdo de feijdo-mungo integral a dieta, mesmo em pequenas quantidades,
parece apresentar efeito. Yao et al. (2014) avaliaram em hamsters hipercolesterolemizados, o
efeito de uma dieta com adi¢ao de 1% e 2% de feijao-mungo integral em relacdo a dieta controle
hipercolesterolémica com caseina. Apds 6 semanas, ndo foram observadas alteragdes
significativas no grupo com 1% de feijao, entretanto foi observada uma reducao significativa
no CT, n-HDL-c e TG no grupo com 2% de feijdo. Apesar disso, ndo foram verificadas
alteracdes nas proteinas hepdticas investigadas, provavelmente devido a baixa quantidade
suplementada.

Yeap et al (2015) investigou o efeito da suplementagdao oral com 60, 200 e

1000 (mg/kg peso corporal) de feijao mungo fermentado, uma forma comum de consumo desta
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leguminosa no Japdo, em camundongos hipercolesterolemizados. Foi verificada uma reducgao
do CT e LDL-c em todas as dosagens apds 2 semanas de interven¢do, com maior efeito de
forma dose dependente.

Outras leguminosas também ja demonstraram efeito hipocolesterolemizante.
Fontanari et. al. (2012) e Frota et al. (2008) em modelo experimental semelhante ao desta
pesquisa, utilizando o tremogo e feijdo-caupi, respectivamente, verificaram uma reducao
significativa nas concentragdes de CT e colesterol n- HDL, mesmo na presenca de gordura e
colesterol em excesso. Estes autores também observaram reducao no CT e no n-HDL-c
utilizando a proteina isolada destas leguminosas.

Mendonga et al. (2009), da mesma forma, observaram reducdo no colesterol
plasmatico de hamsters hipercolesterolemizados alimentados com isolado proteico de
amaranto, em comparagao a dieta controle com caseina. Estes achados indicam que
caracteristicas particulares das proteinas desempenham importante contribuicdo no efeito
hipocolesterolemizante.

Ferreira et al. (2014) realizaram uma suplementagdo com uma dose oral de
300 mg/kg de globulina 7S isolada do feijdo-caupi e do feijdo-azuki em ratos
hipercolesterolemizados tendo a caseina como fonte proteica na dieta. Estes animais foram
comparados com um grupo controle que nao recebeu a suplementagao e também com um grupo
controle recebendo o farmaco sinvastatina. Foi observado por esses autores uma redugao
significativa do CT nos grupos suplementados com as proteinas isoladas em relagdo ao grupo
controle ndo suplementado, sendo que essa reducao foi tdo eficiente quanto a reducdo observada
no grupo controle tratado com o farmaco sinvastatina.

Xue et al. (2017) em estudo semelhante ao realizado por Ferreira et al. (2014)
mostrou em camundongos suplementados com peptideo isolado de grao de bico, uma redugao
significativa do CT em rela¢do ao grupo ndo suplementado, tao eficiente quando a reducio no
grupo tratado com sinvastatina.

Virios estudos tém sido realizados com o intuito de melhor elucidar o efeito de
proteinas de leguminosas e peptideos derivados das mesmas na redugao do colesterol. Diversos
mecanismos parecem estar envolvidos. Mochizuki et al. (2009) observaram uma redugao na
producao de Apo-B 100, um componente proteico das particulas aterogénicas, em células
hepaticas tratadas com peptideos de proteinas de soja, o que proporcionou uma supressao na
secrecdo de LDL-c e na sintese de TG. Esta apolipoproteina ¢ uma proteina essencial para

ligagdo do LDL-c aos receptores celulares.
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Tachibana et al. (2010) verificaram uma reducdo na expressdo génica de RNA
mensageiros (RNAm) de SREBP-1 (Proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1),
um fator de transcrigao regulador da expressao de genes relacionados a sintese de acidos graxos,
em ratos hipercolesterolemizados tratados com isolado proteico de soja e B-glicina de soja.
Também foi constatada, uma redugio na expressdo de RNAm da enzima FSA (Acido graxo
sintase) ¢ no RNAm da Apo-B. Em outro estudo,foi identificada redu¢do na expressdo génica
de RNAm de SREBP-1 de ratos hipercolesterolemizados pela dieta tratados com isolado
proteico de feijao-mungo (TACHIBANA, et al., 2013).

Marques et al. (2015) em um modelo “in vitro” de simulacdo da digestdo,
verificaram a inibi¢do da solubilizag¢do micelar do colesterol, processo essencial para a absor¢ao
do mesmo, por fragdes peptidicas de feijao-caupi. Provavelmente essa inibi¢ao ocorreu devido
a presenca de sequéncias de peptideos hidrofobicos que competem com o colesterol e acidos
biliares na organiza¢ao micelar. Estes autores também observaram que os peptideos de feijao-
caupi foram capazes de inibir a enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase), uma enzima limitante na sintese de colesterol.

Barbana, Boucher e Boye (2011) demonstraram “in vitro” a capacidade de proteina
isolada de lentilha ligar-se aos sais biliares. Outros estudos t€ém mostrado “in vitro” que
proteinas isoladas de tremoco, de colza e de soja, possuem capacidade de ligagdo com acidos e
sais biliares. Ademais, estudos “in vivo” demonstraram que proteina isolada de soja, de feijao-
caupi e de tremogo promovem um aumento da excrecao de colesterol e dcidos biliares nas fezes,
no entanto, os graos integrais apresentaram um efeito maior (CHOI; ADACHI; UTSUMI, 2002,
FONTANARI et al. 2012, FROTA et al., 2008, HIGAKI et al., 2006, KAHLON; WOODRUFF,
2002, YOSHIE-STARK; WADA; WASCHE, 2008)

Além das proteinas, as fibras e compostos bioativos como os acidos fenolicos,
presentes nas leguminosas, também siao apontados por sua capacidade de formar complexos
com o colesterol, acidos e sais biliares, diminuindo a sua absorcao intestinal e aumentando a
excregdo nas fezes, o que leva a uma reducdo nas concentragdes
plasmaticas (MUZQUIZ, et al., 2012, TALUKDER, 2013)

Chavez-Santoscoy et al. (2015) avaliaram o efeito da adi¢ao 0,25 e 0,5% de um
extrato rico em flavonoides e saponinas extraidas de feijdo comum a dieta
hipercolesterolemizante de camundongos e verificaram uma reducdo do colesterol total. Estes
autores observaram uma maior excre¢do de acidos biliares através da regulagdo positiva da

enzima CYP7AL1 (colesterol 7a-hidroxilase), enzima que regula a sintese de acidos biliares.
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Esperava-se que a FFG apresentasse um efeito hipocolesterolemizante mais acentuado em
comparac¢do a FFC, levando-se em consideragdo que a mesma apresenta um conteido mais
elevado de compostos fendlicos totais, assim como maior atividade antioxidante total (Tabela
5).No entanto, isto nao ocorreu, um ensaio experimental com uma intervenc¢ao mais longa (> 4
semanas) bem como, interven¢des com a proteina isolada destas farinhas poderiam elucidar
melhor os efeitos da germinagdo sobre a modulagdo do perfil lipidico.

Até o momento, nao existem outros estudos publicados sobre o efeito de
leguminosas germinadas, portanto essa investigagdo ¢ importante, principalmente em relagao

ao feijdo-mungo visto que esta ¢ uma das principais formas de consumo desta leguminosa

4.3.2.4 Marcadores de funcido e dano hepatico
Os resultados de proteinas totais, albumina e das enzimas Aspartato
aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT) nos grupos experimentais estao

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Proteinas totais, albumina, Aspartato aminotransferase (AST), Alanina
aminotransferase (ALT) nos grupos controle negativo (CN), controle positivo (CP) e grupos
experimentais com farinha de feijao integral (GFFC) e germinado (GFFG).

Analise GCN GCP GFFC GFFG
Proteinas totaisl  5,61+0,1 5,92 +0,1 5,77+0,1 5,85+0,2
Albuminal 2,1240,5 2,2340,2 2,15+0,5 2,2240,5
AST 61,42+5.7° 110,16£6,9 74,90+8,0° 56,75+7,3"
ALT 73,66£6,9° 105,16+21,5 75,70+4,1° 65,37+8,6

Meédia + erro-padrdo. Teste de Tukey, a 5% de significancia. * Apresenta diferenga significativa comparado ao
GCP pelo teste de Mann-Whitney, ao nivel de significancia de 5 %.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos valores séricos de
proteinas totais e albumina. Entretanto, os valores de AST e ALT, dois marcadores clinicos de
lesdo hepatica, foram significativamente superiores no grupo GCP em relagdo ao GCN. Este
resultado indica a ocorréncia de lesdo hepatica provocada pela deposicao de lipideos hepaticos
em excesso (esteatose hepatica) nos animais do GCP. Liao, Lin e Kuo et al. (2015) observaram
um aumento significativo nas concentragdes plasmaticas de AST e ALT em hamsters
hipercolesterolemizados pela dieta em comparagdo a animais que nao foram

hipercolesterolemizados.
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Tanto os animais alimentados com feijdo-mungo integral, quanto os animais
alimentados com feijado-mungo germinado apresentaram concentragdes significativamente
inferiores de AST e ALT em relagdao ao GCP, apesar de terem ingerido as mesmas quantidades
de gordura saturada e colesterol. Este resultado pode indicar um efeito protetor do feijado-mungo
sobre a lesdo hepatica ocasionada pela deposi¢do de lipideos hepaticos em excesso

De modo semelhante, Bellassoued et al. (2015) verificaram concentragdes
inferiores destas enzimas, em ratos hipercolesterolemizados pela dieta, tratados com cha verde
fermentado (konbucha) em relagdo aos animais nao tratados. Estes autores atribuiram este efeito
protetor ao potencial antioxidante do ché verde fermentado. Lim et al. (2015) identificaram uma
reducdo nas concentragdes destas enzimas em ratos hipercolesterolemizados pela dieta, tratados
com B-glucana (um agticar complexo do tipo fibra, polissacarideo) em relacdo aos animais nao
tratados.

Ali et al. (2012) realizaram um estudo com feijdo-mungo. Estes autores
observaram, em um modelo de esteatose hepatica induzida pelo alcool, uma reducdo nas
concentragdes de AST e ALT em animais tratados com extrato aquoso de feijao-mungo
fermentado e germinado, ricos em compostos antioxidantes, em comparacdo aos animais nao

tratados.
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4.3.2.5 Analises histopatoldogicas

Os resultados da Classificagdo semiquatitativa em uma escala de 1 a 4 “+” dos

achados histopatologicos estao apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Classificacdo em “+” dos achados histopatoldgicos nos figadosdos hamsters nos
grupos controle negativo (GCN), controle positivo (GCP) e grupos experimentais com feijao
integral (GFFC) e germinado (GFFG)

- Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

A andlise dos cortes histologicos foi realizada em uma escala de 1+ a 4+. A
atribuicdo de 1+ corresponde a auséncia de alteragdes, 2+ alteragcdes leves, 3+ alteracdes
moderadas e 4+ alteracdes graves (Tabela 3).

Todos os animais do grupo GCP foram classificados com 4+ indicando a presenca
de esteatose hepatica no grupo inteiro. Todos os animais do GCN foram classificados com 1+
indicando que o grupo inteiro apresentava o figado com tecido hepatico normal, resultado ja
esperado pois estes animais ndo receberam agentes hipercolesterlemizantes na dieta. Os
resultados do grupo GFFG foram significativamente inferiores ao GFFC e ambos foram
inferiores ao GCP indicando um efeito hepatoprotetor do feijdo-mungo, evidenciado pela
reducdo na deposi¢do de lipideos hepaticos, sendo que o efeito do feijdo germinado foi maior.

As fotomicrografias dos cortes do figado dos animais dos grupos GCN, GCP, GFFC
e GFFG e a indicagdo das alteracdes observadas estdo apresentadas nas

figuras 7.1, 7.2. 7.3 e 7.4 respectivamente.
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Figura 7. 1. Prancha com fotomicrografias dos cortes do figado do Grupo Controle Negativo
(GCN).
- Fotomicrografias do tecido hepatico de hamster submetidos a fixagdo em parafina e coloragdo com hematoxilina
e eosina.

Observa-se na figura 7.1, hepatdcitos normais, preservagao do parénquima hepatico

e arquitetura vascular preservada caracterizando o tecido hepatico normal e higido.

Figura 7. 2. Prancha com fotomicrografias dos cortes do figado do Grupo Controle Positivo
(GCP).
-Fotomicrografias do tecido hepatico de hamster submetidos a fixagdo em parafina e coloragdo com hematoxilina
e eosina.

Os principais achados nas laminas histologicas dos animais do GCP (Figura 7.2)
foram o aciimulo goticulas lipidicas nos hepatdcitos (esteatose microvesicular), presenga de
areas com severa congestdo e infiltrado inflamatorio grave, grande quantidade de macrofagos
e células de Kupffer, degeneracdo vacuolar, perda da arquitetura tecidual e dos limites dos
hepatocitos, extensas areas necréticas sendo as caracteristicas compativeis com esteatose
hepatica (SMITH; ADAMS, 2011).

Liao, Lin e Kuo et al. (2015) também verificaram estas alteracdes no figado de
hamsters submetidos a hipercolesterolemia. Estes autores ao avaliarem a expressao de proteinas
hepaticas, observaram uma diminui¢do da expressao de ACADS (Acil-CoA-desidrogenase de

cadeia curta) e de ACSM (Acil-CoA-desidrogenase de cadeia média), enzimas que atuam na
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primeira etapa de oxidag¢do dos acidos graxos na mitocondria, essa reducdo pode atenuar a
oxidacao de acidos graxos, aumentando a disponibilidade dos mesmos para a sintese de TG nos

hepatdcitos.

. ok it > 5

Figura 7. 3. Prancha com fotomicrografias dos cortes do figado do Grupo Farinha de Feijao
Integral (GFFC).

-Fotomicrografias do tecido hepatico de hamster submetidos a fixacdo em parafina e coloragdo com hematoxilina
e eosina.e coloragdo com hematoxilina e eosina.

Os principais achados histopatologicos dos animais do GFFC foram a relagao
nucleo:citoplasma alterada, com abundéncia de citoplasma nos hepatdcitos, congestdo vascular

moderada e presenga discreta de macréfagos.

Figura 7. 4. Prancha com fotomicrografias dos cortes do figado do Grupo Farinha de Feijao
Germinado (GFFG).

-Fotomicrografias do tecido hepatico de hamster submetidos a fixag8o em parafina e coloragdo com hematoxilina
e eosina.
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Os principais achados histopatologicos dos animais do GFFG (Figura 7.4) foram
auséncia de esteatose, discreto aumento da relagdo nucleo:citoplasma e congestdo vascular
moderada.

O efeito protetor de leguminosas sobre a deposicdo de lipideos hepaticos e

prevencdo do estabelecimento da esteatose hepatica, mesmo com a ingestdo de gordura e
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colesterol em excesso, foi verificado por outros autores, com feijdo-caupi € com tremogo por
Frota et al. (2008) e Fontanari et al., (2012), respectivamente. Estes autores também verificaram
o mesmo efeito utilizando as proteinas isoladas desses graos, embora com um efeito menor em
relagcdo ao grao integral., o que sugere o efeito hepatoprotetor das proteinas de leguminosas.

O estudo de Xue et al. (2017) evidenciou o efeito hepatoprotetor do peptideo
CPe- III da proteina do grao de bico, reduzindo o acimulo de lipideos hepaticos e promovendo
uma elevagao na atividade da LPL (Lipase lipoproteica) e da LH (Lipase hepatica).

Foi verificado um efeito mais expressivo do feijado-mungo germinado em relacao
ao feijao cozido, o que pode ser atribuido a uma maior concentragdo de compostos com
atividade antioxidante.

Alguns estudos evidenciaram que compostos bioativos com atividade antioxidante,
apresentam efeito protetor sobre o dano hepatico provocado pelo excesso de deposicdo de
lipideos nos hepatdcitos. Ali et al. (2012) verificou que a suplementa¢do oral com extrato
aquoso de feijao- mungo fermentado e germinado, ricos em compostos antioxidantes,
promoveram uma redugdo do extresse oxidativo e suprimiram o acimulo de lipideos hepaticos
além de promover uma melhora no estresse oxidativo em animais com esteatose hepatica
induzida pelo alcool.

Estes mesmos achados foram observados no estudo de Liu et al. (2014) que
verificaram o efeito da suplementagdo oral com de vixetina e isovixetina, flavonoides extraidos
do feijdo-mungo, em camundongos com esteatose hepdtica induzida pelo 4alcool em
camundongos.

Yeap et al. (2015) realizou a suplementacdo oral com extrato aquoso de feijdo-
mungo fermentado em camundongos hipercolesterolemizados e apontou a presenca de
compostos fendlicos e outros compostos com atividade antioxidante capazes de reduzir a
esteatose hepatica e a inflamacdo através da regulagdo positiva do gene antiapoptotico Bel2ala.

Além disso, Chavez-Santoscoy et al. (2014) observaram que camundongos
hipercolesterolemizados apresentam uma reducdo na expressdao da enzima CPTI1 (Carnitina
palmitoiltrasnferase 1), necessaria para a transferéncia de acidos graxos (AG) de cadeia longa
para o interior da mitocondria, onde ocorrem os processos de oxidagdo dos AG. A inibicao
desse processo reduz a oxidacdo dos AG, acarretando no aumento da disponibilidade dos
mesmos para a sintese de TG nos hepatocitos. Estes autores ndo observaram essa redugdo em
animais que receberam dieta hipercolesterolemizante com adic¢ao de 0,25 e 0,5% de um extrato
rico em flavonoides e saponinas extraidas de feijdo comum. Também foi verificada neste

estudo, uma regulacao negativa de SREBP1e HMG-CoA redutase.
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5. CONCLUSOES

A germinagdo promoveu um incremento no teor de proteinas do feijio-mungo e
uma melhora na digestibilidade da mesma. Além disso, foi observada uma elevagao no teor de
compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante total pelos dois métodos estudados.
Sendo assim, a germinagdo ¢ uma forma de processamento que pode proporcionar melhora no
conteudo de nutrientes e compostos bioativos do feijdo-mungo.

Tanto o feijao-mungo cozido quanto o feijdo-mungo germinado promoveram uma
redugdo do colesterol total e colesterol nao-HDL mesmo na presenca de acidos graxos e
colesterol em excesso. Assim como, reduziu as concentragdes dos marcadores de lesdo hepatica
(Aspartato aminotransferase e Alanina aminotransferase). O feijdo-mungo integral
proporcionou um efeito protetor sobre a deposicao de lipideos hepaticos, entretanto, o feijao-
mungo germinado apresentou efeitos mais acentuados, visto que apresentou um menor
infiltrado inflamatorio e melhor vasculariza¢do no tecido hepatico.

Levando em consideracdo os resultados apresentados, o feijdo-mungo ¢ uma
leguminosa com caracteristicas nutricionais importantes para a manutencdo da saude e a
germinagdo, ¢ um processamento simples e viavel, que pode contribuir para uma elevagao do

seu valor nutricional e atividade funcional.
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