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RESUMO

GOMES, Mariana Juste Contin, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2018. Acao da farinha de feijao carioca (Phaseolus vulgaris L.) e seu hidrolisado
proteico no metabolismo de lipidios e na funcao endotelial e intestinal de
camundongos BALB-C alimentados com dieta aterogénica. Orientadora: Hércia
Stampini Duarte Martino. Coorientadores: Carla de Oliveira Barbosa Rosa, Maria Eliza
de Castro Moreira e Renata Celi Lopes Toledo.

O feijao carioca (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma leguminosa amplamente consumida no
Brasil € no mundo, € rica em compostos fendlicos, proteinas, peptideos bioativos e
fibras alimentares e apresenta baixo custo, representando uma importante fonte de
nutrientes para a populacdo. O hidrolisado proteico de feijao € considerado fonte de
peptideos bioativos, com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, anti-
hipertensivas e de controle glicémico. Em todo o mundo, as mortes por doencas
cronicas como a aterosclerose sdo prevalentes e sdo agravadas pelo habito alimentar
inadequado. Dessa forma, torna-se importante investigar as propriedades do feijdo e
seus derivados proteicos na adiposidade, no metabolismo de lipidios e na funcdo
endotelial e intestinal. Este trabalho investigou o efeito modulatério da farinha integral
de feijao carioca e de seu hidrolisado proteico na adiposidade, no metabolismo de
lipidios e na funcdo endotelial e intestinal de camundongos BALB/c alimentados com
dieta aterogénica. O gendtipo de feijdo comum BRSMG Madrepérola foi utilizado para
o ensaio bioldgico, composto por 48 animais adultos, os quais foram divididos em
quatro grupos experimentais (n= 12): CN: controle normal (AIN-93M); CA: controle
aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha de feijao cozido; AH: dieta aterogénica +
hidrolisado proteico (700 mg/ Kg) e receberam os tratamentos durante nove semanas.
Foram avaliados: indicadores de adiposidade, o peso corporal e o consumo alimentar, o
perfil de lipidios e o indice aterogénico, além da expressio do fator de necrose tumoral
o (TNF-a), angiotensina II (Ang II), 6xido nitrico sintase endotelial (e-NOS), molécula
de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) no
coragdo, a quantificacdo de Ang II no soro e a avaliacdo de preditores da saude
intestinal como a histomorfometria do célon e a producio de dcidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Durante as trés primeiras semanas, o grupo AH apresentou menor
consumo alimentar (p<0,05) comparado ao CA. Ja o grupo AF apresentou o maior
consumo (p<0,05) na quinta, sexta e sétima semanas experimentais. Em fun¢do disso,
observou-se menor ganho de peso (p<0,05) no grupo AH em relacdo ao CA e ganho de
peso no grupo AF semelhante ao CA (p>0,05). A adiposidade no grupo AH reduziu

comparado ao CA (p<0,05), entretanto, o ganho de gordura visceral nao diferiu dos
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demais com dieta aterogénica (p>0,05). Os grupos AF e AH apresentaram atividade
hipolipidémica reduzindo (p<0,05) a concentracdo de triacilglicerideos em relacdo aos
controles (CN e CA) e de colesterol total em relagdo ao CA. Além disso, AF melhorou
o metabolismo de lipidios reduzindo (p<0,05) LDL e o indice aterogénico comparado
ao CA. A inflamacdo foi reduzida (p<0,05) nos grupos AF e AH em relacdo ao CA,
além de AH reduzir a expressdo e a concentracdo de Ang II e aumentar (p<0,05) a
expressdo de e-NOS em relacdo aos controles, indicando manuten¢do da homeostase
vascular mediante a dieta aterogénica. Como mediadores da satdde intestinal, o grupo
AF apresentou maior (p<0,05) peso do ceco comparado aos demais grupos, € a
profundidade de criptas foi maior (p<0,05) nos grupos que receberam dieta aterogénica
em relacdo ao CN. Entretanto a concentracdo dos AGCC entre os grupos que receberam
dieta aterogénica nao se diferiu (p>0,05). Portanto, a farinha de feijdo melhorou o
metabolismo de lipidios mediante a ingestdo de dieta aterogénica, indicando o efeito do
contetido de fendlicos e das fibras alimentares. O hidrolisado proteico de feijdo foi
capaz de reduzir as medidas biométricas e o consumo alimentar em fun¢do da sua
composi¢do rica em compostos fendlicos e peptideos bioativos, além de efeito anti-
inflamatério e vasodilatador, sugerindo potenciais beneficios na disfuncdo endotelial e

na prevengdo de doengas cardiovasculares.



ABSTRACT

GOMES, Mariana Juste Contin, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Action of carioca bean flour (Phaseolus vulgaris 1.) and its protein
hydrolyzate in lipid metabolism and endothelial and intestinal function in BALB-C
mice fed with atherogenic diet. Adviser: Hércia Stampini Duarte Martino. Co-
advisers: Carla de Oliveira Barbosa Rosa, Maria Eliza de Castro Moreira and Renata
Celi Lopes Toledo.

The carioca bean (Phaseolus vulgaris L.) is a widely consumed legume in Brazil and in
the world, it is rich in phenolic compounds, proteins, bioactive peptides and dietary
fiber, also it presents low cost, representing an important source of nutrients for the
population. Bean protein hydrolyzate is considered a source of bioactive peptides with
antioxidant, anti-inflammatory, antihypertensive and glycemic control properties.
Across the world, deaths from chronic diseases such as atherosclerosis present a high
prevalence and they are aggravated by inadequate eating habits. Thus, it is important to
investigate the properties of these foods in the adiposity, lipid metabolism and
endothelial and intestinal function. This study investigated the modulatory effect of
carioca bean whole flour and its protein hydrolyzate on adiposity, lipid metabolism and
endothelial and intestinal function in BALB/c mice fed atherogenic diet. The BRSMG
Madrepérola common bean genotype was used for the biological assay, composed of 48
adult animals, which were divided into four experimental groups (n=12): CN: normal
control (AIN-93M); CA: atherogenic control; AF: atherogenic diet + cooked bean flour;
AH: atherogenic diet + protein hydrolyzate (700 mg/ Kg) and they were feed with these
diets for nine weeks. Indicators of adiposity, body weight, food intake, lipid profile and
the atherogenic index were analyzed. In addition, it was evaluated the gene expression
of: tumor necrosis factor a (TNF-a), angiotensin II (Ang II), endothelial nitric oxide
synthase (e-NOS), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and matrix
metalloproteinase 9 (MMP-9) in the cardiac tissue, and the quantification of Ang II in
the serum. It was also evaluated the predictors of the intestinal health such as the colon
histomorphometry and the concentration of short chain fatty acids (AGCC) in the feces.
During the first three weeks, the AH group presented lower food intake (p<0,05)
compared to the CA group, whereas the AF group had the highest consumption
(p<0,05) in the fifth, sixth and seventh experimental weeks. As a result, we observed a
lower weight gain (p<0,05) of AH compared to the CA, and weight gain in the AF
group similar to CA (p>0,05). The adiposity in the AH group decreased (p<0,05)
compared to CA, however, the visceral fat gain did not differ from the others with

atherogenic diet (p>0,05). The AF and AH groups presented hypolipidemic activity,
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reducing (p<0,05) the concentration of triacylglycerides compared to the controls (CN
and CA) and total cholesterol compared to the CA. In addition, AF improved lipid
metabolism by reducing (p<0,05) LDL and atherogenic index compared to the CA
group. The inflammation decreased (p<0,05) in the AF and AH groups compared to the
CA, besides that the AH group reduced the gene expression and concentration of Ang II
and increased (p<0,05) the e-NOS expression compared to the controls, indicating
maintenance of vascular homeostasis by the atherogenic diet. Regarding to the gut
health, the AF group presented higher (p<0,05) cecum weight compared to the other
groups, and the crypt depth was higher (p<0,05) in the groups that received the
atherogenic diet compared to the CN. However, the AGCC concentration did not differ
(p>0,05) between the groups that received the atherogenic. Therefore, the bean meal
improved the lipid metabolism through ingestion of atherogenic diet, indicating the
effect of phenolic content and dietary fiber. Bean protein hydrolyzate was able to reduce
biometric measurements and food consumption due to its composition rich in phenolic
compounds and bioactive peptides, as well as an anti-inflammatory and vasodilatory
effect, suggesting potential benefits in endothelial dysfunction and in the prevention of

cardiovascular diseases.
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1. INTRODUCAO

O excesso de gordura saturada, colesterol e actcares na alimentacdo, bem como
o elevado consumo de alimentos industrializados, ultraprocessados e o baixo consumo
de fibra alimentar caracterizam o hébito inadequado, que interfere no metabolismo de
lipidios e induz o desenvolvimento de doengas cardiometabdlicas, hipertensao arterial e
obesidade (SHI et al., 2017). As doengas cardiometabdlicas sdo responsaveis pela morte
de cerca de 17,5 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2014), dentre elas, tem-se a
aterosclerose, uma doencga inflamatdria cronica que acomete a camada intima de artérias
de médio e grande calibre com acimulo de gordura e de colesterol, levando a formacao
de trombos e a obstrucao da luz vascular (SBC, 2013). O hébito alimentar inadequado, a
hipertensio e, ou o tabagismo estimulam a oxida¢do de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), provocam lesdes no endotélio vascular e levam ao processo aterogénico (WHO,
2011). As dietas aterogé€nicas sdo caracterizadas por conter quantidades elevadas de
gordura saturada e trans, colesterol (principalmente LDL), sacarose e acido colico,
sendo este Uultimo um composto naturalmente presente na bile, que quando
suplementado na dieta contribui para maior absor¢ao de gordura e colesterol e o seu
aumento na circulacdo sistémica contribui com o processo de oxidagdo da LDL
(PELLIZZON, 2008).

A inflamacdo é um estado limitante para o desenvolvimento de lesdes
endoteliais, que caracterizam as primeiras manifestacdes fisiolégicas da aterosclerose.
Concomitantemente, ocorre a perda da homeostase vascular, onde se observa constricao
dos vasos, liberagdo aumentada de citocinas pré-inflamatdrias e pré-tromboticas, além
do aumento de moléculas de adesdo celular, oxidacdo de LDL e aumento de espécies
reativas de oxigénio (HUSAIN et al, 2015). Nesse sentido, o hdbito alimentar
inadequado € um fator relevante para o desenvolvimento destas doencas, € o consumo
regular de leguminosas tem mostrado efeitos benéficos na reducdo de processos
inflamatoérios e aumento da defesa antioxidante do organismo, contribuindo para a
melhora do estado de satde da populagado (MARVENTANO et al., 2017).

O feijdo carioca (Phaseolus vulgaris 1..) € uma leguminosa de baixo custo,
amplamente consumida no Brasil e em outros paises, principalmente da América do
Sul, América Central e da Africa (CASTRO GUERREIRO et al., 2016). Devido a sua
composi¢do fonte de compostos fendlicos, minerais, fibras alimentares e proteinas, o

estudo do feijao se intensificou nos ultimos anos (DIAS et al., 2015; Al et al., 2016). A



farinha de feijdo cozido possui compostos benéficos e apresentou em estudo in vitro
propriedades anti-hiperlipidémicas, anti-inflamatérias e anti-hipertensiva (ALVES et al
2016ab). As fibras soluveis e insoluveis e fitoquimicos como a catequina, o kaempferol
(LIMA, 2017), os fitoesterdis e as saponinas (DOMINGUEZ-USCANGA; LOARCA-
PINA; DE MEJIA, 2017) foram identificados na farinha de feijao carioca. Esses
compostos atenuam danos a0 DNA e impedem a oxidacdo de LDL colesterol causados
pela dieta aterogénica (DE CAMARGO et al., 2014).

Os hidrolisados proteicos de feijao é fonte de peptideos bioativos com
propriedades de reduzir a inflamacdo e a aterogénese (ALVES et al., 2016ab). Estudo in
vitro mostrou efeito anti-inflamatério e antioxidante promovido pelo peptideo
VELVGPK e efeitos importantes na inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) pelas sequéncias: LVTTTVDL; QTSTPLES; VELVGPK e TRGVLV (ALVES
et al.,, 2016b). A acdo hipolipidémica, antioxidante e inibidora da enzima dipeptidyl
peptide protease IV (DPP-1V), que atua na regulacdo da fome e saciedade, também
foram observados in vitro (TOLEDO et al., 2016; MOJICA et al., 2017). Em nosso
grupo de pesquisa foi identificado elevado contetdo de fendlicos totais no hidrolisado
proteico de feijao carioca (1.025,6 + 99,14 ug EAG/g de amostra) e na farinha de feijao
(140,0 £ 5,87 nug EAG/g), o que poderia contribuir com efeitos importantes na
prevengdo de doengas cronicas (LIMA, 2017).

Além da importancia de se investigar estratégias de prevencdo de doencas a
partir dos efeitos da farinha de feijdo e do seu hidrolisado proteico, ressalta-se a
necessidade de se avaliar a combinagdo dos peptideos bioativos, juntamente com as
fibras alimentares do feijdo na funcdo intestinal. As fibras sdo nutrientes (JEW et al.,
(2015) que modulam a fungdo intestinal, sofrem fermentacdo bacteriana no ceco € no
colon, produzindo 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) que sdao fundamentais na
nutricdo e manuten¢do dos enterdcitos (FERKET, 2004), atuam no metabolismo de
lipidios reduzindo o colesterol plasmatico, a glicemia e o risco de desenvolvimento de
cancer colorretal (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012).

A atuagdo do feijao e de seu hidrolisado proteico na via regulatéria da
aterosclerose nio estd bem esclarecida. Apesar dos resultados positivos na modulagdo
de marcadores inflamatérios e ateroscleréticos encontrados por estudos in vitro, o
desenvolvimento de estudos in vivo € necessdrio para elucidar os efeitos destes
tratamentos na preven¢ao do ganho de peso, na adiposidade, no metabolismo de lipidios

e na via de disfuncdo endotelial, reduzindo o risco da aterogé€nese. A hipétese do
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presente estudo baseia na premissa que a dieta aterogénica consumida por camundongos
BALB/c durante nove semanas, induzird alteracdes corporais € aumentard a oxidagdo de
LDL, culminando em danos endoteliais. O consumo de farinha de feijdo e de seu
hidrolisado proteico reduzird o ganho de peso e melhorard o metabolismo de lipidios,

reduzindo a inflamacao, o risco de alteracdo endotelial e regulard a funcao intestinal.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito modulatério da farinha integral de feijao carioca e de seu
hidrolisado proteico no metabolismo de lipidios e na fun¢do endotelial e intestinal de

camundongos BALB/c alimentados com dieta aterogénica.
2.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito da ingestdo de farinha integral de feijado e de seu hidrolisado
proteico sobre indicadores de adiposidade, ganho de peso corporal e consumo
alimentar de camundongos adultos alimentados com dieta aterogénica;

» Avaliar o efeito da ingestdo de farinha integral de feijao e de seu hidrolisado
proteico no metabolismo de lipidios e indice aterogénico de camundongos adultos
alimentados com dieta aterogénica;

» Investigar o efeito da ingestdao de farinha integral de feijao e de seu hidrolisado
proteico na expressdo de marcadores inflamatérios, de regulacdo da pressdo
arterial e da funcdo endotelial em camundongos adultos alimentados com dieta
aterogénica;

» Avaliar o efeito da ingestdo de farinha integral de feijado e de seu hidrolisado
proteico na saude intestinal de camundongos adultos alimentados com dieta

aterogénica.
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O feijao e o seu valor nutricional

O feijdo carioca (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa amplamente
cultivada e consumida em todo o mundo, principalmente em paises da América do Sul,

América Central e paises da Africa (CASTRO GUERREIRO et al., 2016). No ranking



dos 20 paises que mais produzem feijdo no mundo, o Brasil ocupa o 3° lugar, com
producdo média de 3,2 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2017). Apesar da elevada
produtividade, nos ultimos anos observa-se grande variacdo na produgdo desta
leguminosa, em decorréncia principalmente de mudancas climdticas, como longas

estacdes de seca ou chuvas intensas (Figura 1) (AGROLINK, 2013).

Produg¢do/Rendimento de feijdo, seco no Brasil
2010 - 2014
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Figura 1. Producao de feijao e drea de colheita no Brasil, periodo de 2010 — 2014 (Adaptado de FAO,
2017).

O consumo médio per capita de feijao no Brasil € de 182,9 g/dia. O consumo de
outras preparacOes a base de feijdo corresponde a 8,4 g/dia e a aquisicdo de outras
leguminosas ainda se mantém baixo, cerca de 1,3 g/dia (POF, 2011). Nos dltimos anos
o consumo de feijao pela populacdo brasileira passou por um decréscimo. A melhora da
situagdo socioecondmica do pais levou a mudancgas nos hdbitos alimentares, que
resultaram na busca pela praticidade das preparagdes e por alimentos que demandam
menor tempo de preparo. Este perfil alimentar estd aliado ao consumo de produtos
processados, ultraprocessados e ricos em aditivos quimicos, que os tornam menos
sauddveis (VELASQUEZ-MELENDEZ et al., 2012).

A composicdo quimica dos feijoes varia de acordo com a espécie, técnicas de
cultivo e condi¢des geograficas. O feijdo comum apresenta em média 60 a 70 % de
carboidratos, 15 a 30 % de proteina, 0,7 a 2 % de lipidios e 21 a 26 % de fibra alimentar
total (MARTINO et al., 2012). Estudo recente mostrou o conteido de fibra alimentar
total do feijao comum em torno de 26,7 % (DIAS et al., 2015) e o contetdo proteico
entre 18 a 21 % (DIAS et al., 2015; Al et al., 2016). As fibras soldveis e insoldveis, 0s
fitoquimicos (catequina, kaempferol, fitoesterdis e saponinas) (LIMA, 2017;

DOMINGUEZ-USCANGA: LOARCA-PINA; DE MEIJIA, 2017) e os peptideos



bioativos presentes no hidrolisado proteico de feijao regulam o metabolismo de lipidios,
a inflamacao, a pressado arterial (ALVES et al., 2016ab) e previnem a oxida¢do de LDL
(DE CAMARGQO et al., 2014).

Apesar do feijao fornecer um elevado contetiido proteico, estas sdo incapazes de
ser digeridas in natura. Além da estrutura rigida, os fitoquimicos com acdo
antinutricional dificultam o acesso de enzimas do trato gastrointestinal, sendo necessdria
a cocgdo desta leguminosa antes do consumo, alterando a estrutura dos grdos e
facilitando a digestibilidade (NAKITTO; MUYONGA; NAKIMBUGWE, 2015;
HAYAT et al., 2014).

Apés o tratamento térmico, as proteinas do feijdo se tornam mais hidrofilicas,
facilitando a hidrélise enzimatica in vivo e in vitro. A digestdo enzimatica in vitro tem
sido utilizada para extrair peptideos com potencial bioativo presentes nos feijoes e t€ém
proporcionado novos estudos que buscam desvendar propriedades biologicas benéficas
para a sadde, bem como a reducdo de risco de doencas e agravos cronicos nao
transmissiveis (ALVES et al., 2016ab; LUNA-VITAL et al., 2015). Dessa forma, torna-
se importante avaliar os beneficios do feijdo e de seus componentes com propriedades

funcionais, esclarecendo a importancia do consumo desta leguminosa pela populagao.

3.2 Propriedades funcionais dos hidrolisados proteicos e peptideos bioativos de
feijao carioca

O hidrolisado proteico de um alimento € o substrato resultante da digestdo das
proteinas que o compdem. A hidrélise dessas proteinas € feita naturalmente pelas
enzimas do trato gastrointestinal de humanos e animais, mas pode ser realizada in vitro,
por meio das enzimas como a pepsina, tripsina, quimiotripsina e pancreatina, que
simulam a digestdo gastrointestinal, liberando peptideos bioativos (ALVES et al.,
2016a; LUNA-VITAL et al., 2015).

Os peptideos biologicamente ativos gerados em funcdo da hidrdlise enzimética
podem variar de acordo com as enzimas utilizadas nesse processo (LUNA-VITAL et al.,
2015). Lawers e Scharpé (1997) observaram que a digestdo das proteinas utilizando
simultaneamente as enzimas pepsina e pancreatina promove uma melhor extracdo de
peptideos bioativos, uma vez que apresenta acdo sinérgica semelhante a do trato
gastrointestinal.

Diversos estudos t€m avaliado as propriedades dos peptideos bioativos extraidos

de feijao carioca na prevenc¢do de doencas, na interagdo desses peptideos com o sistema



antioxidante e o seu papel no tratamento de doengas cronicas como a aterosclerose,
diabetes mellitus e hipertensao (MOJICA et al., 2016; LUNA-VITAL et al., 2015;
ALVES et al.,, 2016a). Os peptideos bioativos do feijao carioca podem modular a
resposta insulinica do organismo inibindo a dipeptidyl peptide protease IV (DPP-IV). A
DPP-IV € degradante do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) que tem a fung¢éo
de regular a atividade de incretinas como a insulina e o glucagon retardando o
esvaziamento gastrico (MOJICA et al., 2016). Uma vez inibida, a DPP-1V deixa de
exercer o seu efeito sobre a GLP-1 e a resposta a fome se torna prolongada.

Foi demonstrado em estudos in vitro que os peptideos bioativos do feijao carioca
reduzem o acimulo de gordura em adipdcitos do tipo 3T3-L1. O tratamento com
hidrolisado proteico resultou na inibi¢do de 13 a 25 % do acimulo de gordura nestas
células, sugerindo uma interacdo com o metabolismo lipidico (TOLEDO et al., 2016).
Alves et al. (2016ab) observaram em seu estudo in vitro com células THP-1 derivada de
mondcitos humanos, reducdo da inflamacao e aumento da defesa antioxidante resultante
do tratamento com hidrolisado proteico de feijdo carioca. O mecanismo proposto foi
relacionado com a redugdo de espécies reativas de oxigénio, minimizando a liberagdo de
mediadores inflamatorios, o que nos leva a acreditar no potencial terapéutico dos
peptideos do feijao e buscar esclarecer os possiveis mecanismos de acdo destes nas vias
da aterogénese in vivo.

Além disso, sequéncias de peptideos bioativos foram identificadas no
hidrolisado proteico de feijdo, capazes de atuar no sistema regulatério da pressao
arterial, bloqueando a ac¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA), que impede a
conversdao de Angiotensina I em Angiotensina II, potente vasoconstritor vascular,
responsavel pela elevacdo da pressdo arterial. Alves et al. (2016b) identificaram as
sequéncias LVTTTVDL, QTSTPLFS, VELVGPK, TRGVLV nos peptideos do
hidrolisado proteico de feijao carioca que sdo inibidoras da ECA. Rui et al. (2013)
também encontraram peptideos com capacidade inibitéria da ECA em hidrolisado
proteico de feijao vermelho, evidenciando uma importante via regulatoria da pressao
arterial e da aterogénese, que pode ser modulada a fim de prevenir o desenvolvimento
destas doengas.

Exercendo agdo regulatdria, o 6xido nitrico no endotélio participa da homeostase
vascular, com forte acio vasodilatadora. E sintetizado pela enzima éxido nitrico sintase
endotelial (e-NOS) e exerce importante efeito regulador do fluxo sanguineo coronariano

(DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011), protege a camada endotelial da agregagio
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plaquetaria e da adesdo de leucdcitos e impede a migragcao celular (células musculares
lisas) na camada interna dos vasos (DE LA ROSA et al., 2010). Nao foram encontrados
estudos que avaliam a fun¢do dos peptideos bioativos extraidos de feijao carioca na
regulacdo da sintese de e-NOS, porém, ji estd claro a presenca de peptideos com
atividade inibitéria da ECA e o seu efeito cardiovascular, entretanto, os mecanismos que
regulam a expressdao de marcadores de vasodilatacdo endotelial advindos dos peptideos
do feijdo ainda ndo sdo claros.

Estudos que avaliaram os efeitos da administracdo de hidrolisados proteicos in
vivo testaram concentracdes de 100 mg/kg (ONUH et al., 2015) a 600 mg/kg de peso
corporal (LI et al., 2006; LI et al., 2007), entretanto foram utilizados modelos
experimentais de hipertensdo. Mojica et al. (2017) avaliou a bioatividade dos peptideos
de hidrolisado proteico de feijao em modelos experimentais de hiperglicemia utilizando
a concentragdo de 200 mg/kg, entretanto ndo obteve os resultados desejados, sugerindo
a necessidade de estudos que testem dosagens mais elevadas de hidrolisado proteico em
animais normais recebendo dieta hiperlipidica, a fim de se avaliar os efeitos do mesmo

na prevenc¢do de doencas.

3.3 O metabolismo de lipoproteinas e o consumo de feijao

O figado desempenha uma importante fun¢cdo na digestdo e na captacdo de
lipidios pelo trato gastrointestinal devido a sua func¢do de sintese dos acidos biliares. A
bile apresenta propriedades emulsificantes, facilitando a digestdo dos lipidios. Apds o
processo de solubilizacdo pelos 4cidos biliares e de digestdo, os dcidos graxos (AG) sdo
transportados no plasma ligados a albumina ou outras proteinas transportadoras até o
local de atuagdo (LIMA; COUTO, 2006).

Os lipidios sdo transportados no plasma na forma de lipoproteinas de acordo
com sua densidade, sendo classificadas em: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (EISENBERG;
LEVY, 1975). As apolipoproteinas (Apo) sdo proteinas que compdem as lipoproteinas e
conferem a funcdo de formacgdo das particulas de lipoproteinas, atuam como ligantes
dos receptores de membrana e como cofatores das enzimas envolvidas no metabolismo
de lipoproteinas (SBC, 2013).

O figado reesterifica os lipidios e os secreta diretamente no sangue na forma de

VLDL, particula rica em triacilglicerideos. A VLDL sofre a a¢cdo da lipase lipoproteica



(LPL) e seus remanescentes formados sdo chamados de IDL. Do total de IDL
circulante, cerca de 50 % € removido da circulagdo pelo figado, e o restante &
convertido em LDL (JONES; KUBOW, 2003). As LDL sdo constituidas por um ntcleo
rico em colesterol esterificado e ao seu redor uma monocamada de fosfolipidios e
colesterol. Essa lipoproteina é fonte de colesterol para a formagdo de membranas e
sintese de hormonios esteroides, sendo sua principal fungdo, transportar o colesterol do
figado para os tecidos. A regulacdo homeostatica do colesterol € feita pela ativagdo ou
inibi¢do dos receptores de LDL de acordo com a demanda de colesterol pelo organismo
(SBC, 2013). O transporte reverso do colesterol remove o excesso de colesterol dos
tecidos periféricos e das lipoproteinas levando-o de volta ao figado, processo mediado
pela HDL. O colesterol é captado por receptores hepaticos especificos e excretado pela
bile (MARANHAO; FREITAS, 2014). Os roedores possuem o metabolismo de
colesterol diferente do humano, eles apresentam baixos niveis da proteina de transporte
de éster de colesterol e elevada concentragcdo de proteina transportadora de fosfolipidios,
fazendo com que a maior parte do colesterol seja transportado na fracdo HDL no plasma
(TSUTSUMI; HAGI; INOUE, 2001), por isso as mudangas no perfil lipidico desses
animais sao mais dificil de serem observadas e a inducdo de obesidade e sindrome
metabdlica se tornam dificultadas.

Diversos estudos mostraram, tanto em humanos como em animais, que O
consumo de feijao atua no metabolismo do colesterol e melhora o perfil de lipidios
plasmatico, exercendo efeito protetor de doencas cronicas (BAZZANO et al., 2011;
ROSA et al., 1998; ZHU; JIANG; THOMPSON, 2012). Em estudo experimental in
vivo, o consumo de feijao compondo de 30-60 % da dieta diminuiu o colesterol
plasmatico em 15-20 %, o LDL-c, os triacilglicerideos e reduziu o ganho de peso
corporal, indicando forte potencial desta leguminosa em atuar na regulacdo do
metabolismo de lipidios (ZHU; JIANG; THOMPSON, 2012).

Além disso, o feijao (Phaseolus vulgaris L.) representa uma importante fonte de
fitoquimicos com propriedades hipolipidémicas e compostos bioativos especificos
(ALVES et al., 2016a), além de elevado conteudo de fibra alimentar solivel (2,51 g/100
g) e insoluvel (15,38 g/100 g) (LIMA, 2017), que exercem efeito hipocolesterolémico
pela inibicdo da absor¢do de lipidios no intestino, ligacdo em d&cidos biliares e
consequente aumento da excrecdo de colesterol nas fezes. Os AGCC produzidos durante
a fermentacdo das fibras do feijdo, juntamente com fitohemaglutininas, regulam o

apetite pela ativacdo de receptores hormonais no intestino, bloqueando a acdo de
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hormdnios como a grelina (RAMIREZ-JIMENEZ et al, 2015). A presenca de
inibidores de a-amilase e de fitohemaglutinina no feijdo diminuem a absor¢do de
carboidratos e estimulam a liberacdo de colecistoquinina (CCK), um hormdnio
gastrointestinal que regula a digestdo de gordura e proteinas e estd relacionado com a
sensacdo de saciedade, indicando efeitos fisioldgicos benéficos dos fitoquimicos, dos

compostos bioativos e das fibras no perfil biométrico e no metabolismo de lipidios

(SONG et al., 2016; FANTINI et al., 2009).
3.4 Métodos de inducao de aterosclerose

A inducdo de lesoes aterosclerdticas em roedores € muito utilizada em estudos in
vivo que buscam avaliar os mecanismos de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares ou avaliar métodos de tratamento das mesmas. Muito utilizado pela
comunidade cientifica sdo os animais knockout, os quais sao geneticamente modificados
para ndo expressar algum gene especifico, levando entdo a alteragdo do fendtipo dos
animais (BENAVIDES; GUENET, 2003). Mutagdes para o desenvolvimento de
obesidade € utilizado em estudos que visam avaliar o desenvolvimento de doencas
cronicas e de sindrome metabdlica. A mutacdo no gene Lepr, receptor de leptina, leva
ao ganho rdpido de peso, uma vez que a leptina € um hormoénio responsdvel pelo
controle do apetite e do peso corporal e vem se mostrando um bom exemplo para o
desenvolvimento de sindrome metabdlica e comorbidades decorrentes, como as doencgas
cardiovasculares, dentre elas a hipertensdo arterial, disfuncao do ventriculo, hipertrofia
e fibrose, bem como o aumento do estresse oxidativo no tecido cardiaco e inflamacao,
alteracdoes diretamente relacionadas com o desenvolvimento e progressio de
aterosclerose (NORATTO et al., 2015; MURASE et al., 2012).

Outro tipo de mutacdo muito utilizada em animais para estudos de obesidade e
doencas cardiovasculares é a delecdo do gene da apolipoproteina E (ApoE). A ApoE
estd diretamente envolvida com o metabolismo do colesterol por ser constituinte dos
quilomicrons e da lipoproteina de densidade intermedidria (IDL), que € essencial para o
catabolismo das lipoproteinas regulando sua concentragdo na corrente sanguinea.
Animais knockout para ApoE desenvolvem hipercolesterolemia facilmente quando
ingerem dieta high fat, observando aumento de colesterol total e LDL, reducao de HDL
e aumento da atividade pro-inflamatéria e pro-aterogénica (BHAT et al., 2015;

EBRAHIMIAN et al., 2015).



Os métodos supracitados, apesar de serem largamente utilizados em estudos in
vivo, apresentam elevado custo, uma vez que os animais geneticamente modificados sdao
mais caros que os convencionais. Sendo assim, outras formas de inducdo de
hipercolesterolemia e obesidade podem ser utilizadas, como € o caso do tratamento com
dieta high fat por um longo periodo (até a inducdo) (NATAL, et al., 2016) ou mesmo a
utilizacdo de drogas que atuam no sistema hormonal. Muito utilizado em estudos que
visam a hipercolesterolemia e alteragdo cardiovascular é o composto 6-propil-2-
thiouracil (PTU), um antagonista dos hormonios tireoidianos T3 e T4 e indutor de
hipotireoidismo. O PTU desencadeia uma resposta fisiolgica ao hipotireoidismo com
diminuicdo do metabolismo, aumento de colesterol total, LDL colesterol e
triacilgliceridios (LIOU et al., 2005). Estudos que utilizaram o PTU como indutor de
hipotireoidismo e hipercolesterolemia tém mostrado efeitos positivos, com a diminui¢ao
dos hormonios tireoidianos e da atividade hepdtica em camundongos, evidenciando que
este composto € promissor para o desenvolvimento de comorbidades precursoras de

doencas cardiovasculares (PANDA; KAR, 2005; PANDA; KAR; PATIL, 2009).
3.5 Disfuncao endotelial

A disfun¢do endotelial envolve diversos mecanismos extracelulares que
culminam no dano ao endotélio vascular causado pela acdo de radicais livres, podendo
ser definida como uma disfun¢do dos mecanismos de sinalizagdo celular e vascular
mediado pela alteracdo dos processos de transferéncia de elétrons, envolvendo radicais
livres. A disfuncdo endotelial € uma alteracdo maléfica que antecede o surgimento de
diversas outras doencas, dentre elas a aterosclerose (BAHIA et al., 2004).

O endotélio € dotado de inimeras funcdes, dentre elas a capacidade de regular a
homeostase dos vasos por meio da modulagdo da expressio de mediadores de adesdo
celular, regulacdo do tonus vascular e da proliferacdo e migracdo de células musculares
lisas, além da fagocitose de moléculas de LDL oxidada no meio intracelular
(DAVIGNON; GANZ, 2004). A oxidacao de LDL € um evento que antecede o
desenvolvimento da aterosclerose e contribui para o surgimento da mesma. Precedido
por um dano endotelial, moléculas de LDL sdo expostas a ions de metais de transi¢do,
enzimas e outros catalisadores podendo ser oxidada. Inicialmente, as moléculas de LDL
oxidada ativam cascatas de sinalizacdo inflamatdria atraindo citocinas e quimiocinas e
aumentando a concentracdo de citocinas pro-inflamatdérias no espaco subendotelial

(YOSHIDA; KISUGI, 2010). O acimulo de LDL oxidada age como um imundgeno,
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ativa o sistema de defesa, atrai células endoteliais de adesdo e recruta mondcitos para a
regido na tentativa de restabelecer a homeostase (KANG et al., 2015).

Outras moléculas interagem na parede endotelial desempenhando fungdes
especificas que contribuem para o desenvolvimento da disfuncdo endotelial e seus
agravantes, como € o caso das moléculas de adesdo. Exercendo fun¢des diretamente
relacionadas com o dano ao endotélio, com a inflamacdo e com o estresse oxidativo, a
molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adesdo intercelular 1
(ICAM-1) apresentam sua expressao aumentada em meio a essas alteragdes e levam a
maior migracdo de células do sistema imune para o endotélio, como os leucdcitos,
linfécitos e mondcitos, que atuam localmente ativando o processo inflamatério e a
formacdo da placa aterosclerdtica (figura 2) (STEYERS; MILLER, 2014).

Um dos reguladores chave no processo de controle cardiovascular € o 6xido
nitrico (ON), um radical livre com acdo vasoativa responsdvel pelo controle
hemodinamico entre dilatacdo e constricio dos vasos sanguineos. Na disfungdo
endotelial, a biodisponibilidade de ON endotelial fica prejudicada por diversos fatores
como a sua baixa produgdo ou pela degradacdo das moléculas em fun¢do do estresse
oxidativo (DIAS; NEGRAO:; KRIEGER, 201 1).

Mecanismos regulatérios da 6xido nitrico sintase endotelial (e-NOS) é mostrado
na figura 2 abaixo. A liberacdo de ON ¢ inibida tanto pela atuagcdo do fator de necrose
tumoral a (TNF-a) quanto pelo aumento da concentracdo de LDL oxidada no meio
intracelular. Por se ligar ao seu receptor, o TNF-o ativa a cascata de sinalizagdo
inflamatoéria levando ao aumento da expressdo do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-xB), que induz a expressdo de citocinas pré-inflamatorias. A supressdao de e-NOS
leva a sintese diminuida de ON e consequente dano a homeostase vascular (STEYERS;
MILLER, 2014).

Em funcdo do envelhecimento, da inatividade fisica e, em grande parte, dos
habitos alimentares da populacdo, o desenvolvimento de doengas cardiovasculares é
crescente em todo o mundo, sendo considerada a causa de maior mortalidade,
principalmente em paises subdesenvolvidos (OPAS/OMS, 2016). Como fator
diretamente envolvido com os mecanismos de regulacdo arterial tem-se o Sistema
Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), um sistema de controle enzimdtico da
homeostase da pressao arterial (MARTELLI, 2010). Resumidamente, a renina, enzima
produzida pelas células justaglomerulares dos rins, € secretada em fung¢do do aumento

nos niveis de sodio circulante e constri¢do vascular. Esta enzima atua na conversdao do
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angiotensinogénio em angiotensina I (Ang I), forma inativa do peptideo. Na membrana
de células alvo, como as da musculatura lisa vascular, células miocardicas, adrenais e
cerebrais, receptores de Ang I (AT 1) medeiam a sua conversdo em angiotensina II
(Ang II), sua forma ativa (MARTELLI, 2010).

Diversos estudos tém avaliado o papel da Ang II na regulagio do
envelhecimento vascular e no processo de aterogénese (KUNIEDA, 2006; GARRIDO;
GRIENDLING, 2009; DOUGHAN; HARRISON; DIKALOV, 2008). Sabe-se que a
concentracdo deste peptideo aumenta com o envelhecimento e exerce efeito na
patogénese da aterosclerose. Mediado pela Ang II, mecanismos da cascata inflamatdria
e de envelhecimento vascular sdo ativados e ocorre uma baixa liberacdo de ON,
desencadeando danos ao endotélio (figura 2) (KUNIEDA, 2006).

A vasoconstri¢do € um evento primério que ocorre no endotélio lesionado, sendo
causada pelo aumento de Ang II e endotelinas (peptideos que promovem constri¢do dos
vasos sanguineos) e sdo responsdveis pelo aumento da pressdo arterial. Em
contrapartida, elementos vasodilatadores sdo liberados a fim de regular a homeostase
local, como o ON e prostaciclina (HUSAIN et al., 2015; DE ANDRADE; DE
OLIVEIRA SANTOS; VILELA-MARTIN, 2014). Além disso, a Ang II estd envolvida
na producdo de espécies reativas de oxigénio por meio de um mecanismo de ativacdo de
NADPH oxidase. O aumento anormal desta enzima provoca o aumento da liberacdo de
superdxido, um radical livre reativo com acdo danosa aos tecidos. Esse processo
contribui para a diminui¢do da biodisponibilidade de ON e a génese de doencas como
hipertensdo e aterosclerose (DOUGHAN; HARRISON; DIKALOV, 2008; GARRIDO;
GRIENDLING, 2009).
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Figura 2. Mecanismos regulatdrios da sintese de 6xido nitrico. ICAM-1: molécula de adesao intercelular-
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3.6 Aterosclerose e a formacao da placa de ateroma

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria cronica que acomete a camada intima
das artérias de médio e grande calibre. Esta doenga € caracterizada pelo acimulo de
gordura e colesterol no limen dessas artérias, causando placas irregulares que reduzem
a passagem do fluxo sanguineo e tornam os vasos mais rigidos, resultando em doengas
como a doenca arterial coronariana (ataque cardiaco), doenga cerebrovascular (acidente
vascular cerebral) e outras doencas da aorta e artérias (WHO, 2011). Dentre as
principais causas de morte por doencas ndo comunicdveis no mundo em 2012, 46,2%
foram causadas por doengas cardiometabdlicas, sendo um total de 17,5 milhdes de
casos. Destes, 7,4 milhdes foram devidos a ataques cardiacos (doenca cardiaca
isquémica) e 6,7 milhdes foram devidos a acidente vascular encefdlico (WHO, 2014).

O desenvolvimento de placas de ateroma se da por inumeros fatores, como o
habito alimentar, a hipertensdo arterial ou o tabagismo, os quais modulam o
metabolismo de lipoproteinas e a resposta do organismo ao processo saide/doenca e sdo

desencadeados por um processo inflamatorio. A inflamagdo € um estado limitante para
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o desenvolvimento de doengas cronicas, como a hipertensdo arterial sist€mica, a
aterosclerose, as dislipidemias e a disfun¢do endotelial. A inflamagdo crénica de baixo
grau e sistémica resulta em danos a tecidos e 6rgaos durante um longo periodo. O estilo
de vida e os hébitos alimentares podem levar a um estado pré-inflamatério silencioso,
culminando no desenvolvimento e progressio de doencas crOnicas, muitas vezes
irreversiveis (DE ANDRADE; DE OLIVEIRA SANTOS; VILELA-MARTIN, 2014).
No endotélio vascular, a presenca de uma lesdo culmina na perda da integridade dos
vasos e ocorre aumento da permeabilidade das células que constituem as artérias,
permitindo a passagem de lipoproteinas plasmadticas e o seu acimulo no espago
subendotelial, caracterizando o desenvolvimento inicial das placas de ateroma (SBC,
2013).

Diante dos fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose, a
hipercolesterolemia é considerada a causa mais importante. O excesso de colesterol
circulante leva ao estimulo para o desenvolvimento da lesdo inicial e inicia a deposi¢cao
de lipoproteinas nas artérias (NICHOLLS et al., 2011; WEBER; NOELS, 2011). Com o
surgimento das primeiras lesdes, um processo inflamatorio € iniciado no local, podendo
evoluir de acordo com o agravamento da aterosclerose (POBER; SERRA, 2007).

O processo inflamatério se inicia com a producdo de fatores quimiotaticos de
mondcitos, como a proteina quimiotdtica de mondcitos 1 (MCP-1), que promove a
migracdo de mondcitos para a regido afetada. Além disso, a disfuncdo endotelial
estabelecida na regido atrai moléculas de adesdao como a VCAM-1 e ICAM-1, além de
outras moléculas estimuladas pela inflamagcdo que se estabelece, proporcionando no
local um aumento de mondcitos, neutréfilos e linfocitos T, que estimulam ainda mais o
processo inflamatério (BUI; PREMPEH; WILENSKY, 2009; SCOTT, 2004). A
formacao inicial das placas de ateroma, bem como a atuacdo das moléculas envolvidas

com o processo inflamatorio inicial estd ilustrado na figura 3.
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Figura 3. Mecanismos envolvidos na formacao inicial da placa aterosclerdtica e o processo inflamatério
(Borges, 2009, adaptado de Scott, 2004).

ApOs a entrada dos mondcitos na intima das artérias, eles sofrem diferenciacao e
fagocitam moléculas de LDL oxidada que se acumulam no local. Os macréfagos,
carregados de colesterol, se tornam células espumosas (figura 3), que sdo depositadas na
camada fntima dos vasos formando a primeira camada da placa aterosclerética. A
medida que mais células vao adentrando neste espaco, uma grande quantidade de
mediadores pro-inflamatorios e fatores de crescimento, como o fator estimulador de
coldnias de macréfagos, MCP-1, interleucinas (IL) como a IL-1, IL-3, IL-6, I1L-8, 1L-18
e TNF- a sdo liberados, atraindo mais moléculas envolvidas com a cascata inflamatdria
(CAM; DE MEIIA, 2012; LIBBY, 2006).

As células musculares lisas sdo caracteristicas da camada média dos vasos
sanguineos. Com a atuacdo de mediadores inflamatérios na regido, essas células tendem
a migrar para a camada intima, onde sofrem proliferacdo e produzem matriz extracelular
fibrosa, rica em coldgeno. As metaloproteinases constituem uma familia de
endopeptidases que degradam matriz extracelular e sdo secretadas por neutréfilos,
mondcitos, macréfagos e fibroblastos. A metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9)
pertence a uma classe de enzimas que degrada coldgeno do tipo IV e matriz
extracelular. A sua expressdo se torna aumentada mediante o estresse inflamatorio,
aumentando a instabilidade de placas aterogénicas (MA et al.,, 2014). A placa

aterosclerdtica totalmente desenvolvida, onde podemos observar a presenga de um
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nucleo lipidico revestido por material fibroso produzido pelas células musculares esta

ilustrado na figura 4 (SBC, 2013).
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Figura 4. Placa aterosclerdtica instavel (Borges, 2009, adaptado de Scott, 2004).

A perda da homeostase e o desenvolvimento de mecanismos pro-inflamatorios e
pré-apoptéticos possibilitam o rompimento da placa aterosclerética e deslocamento para
a corrente sanguinea. O rompimento da massa celular rica em colesterol leva a um dano
ainda maior na parede das artérias, atraindo plaquetas e fatores de coagulacdo (SCOTT,
2004). No decorrer do tempo, o processo aterosclerético sem tratamento leva a
instabilidade clinica dos pacientes, com elevado risco de desenvolver lesdes graves,
formacdo de trombos, infarto agudo do miocdrdio e isquemia (BUI; PREMPEH;

WILENSKY, 2009).

3.7 Disbiose intestinal e o consumo de feijao

A disbiose intestinal € caracterizada por alteracdes na microbiota intestinal,
causadas por um estado de estresse. Essas mudancas provocam uma reducdo da
diversidade microbiana e consequentemente, o aumento de comunidades especificas.
Juntamente com a mudang¢a do padrdo microbiano, a disbiose provoca um aumento da
liberacdo de mediadores inflamatdrios e estresse oxidativo, culminando no aumento do
risco de desenvolvimento de doencas inflamatérias do intestino e outras doencas

cronicas (WEISS; HENNET, 2017).
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A microbiota intestinal residente do organismo de humanos e de animais varia
de acordo com a genética, modo de nascimento, idade, habitos alimentares, dentre
outros. O tipo de alimentacdo € um dos principais fatores determinantes da composi¢ao
microbiana do trato gastrintestinal, sendo modificada ao longo da vida de acordo com as
alteracdes dos tipos de alimentos consumidos, quantidade e frequéncia de alimentacdo
(CAESAR et al., 2015).

A microbiota intestinal exerce importantes efeitos na digestdo e no metabolismo
de macronutrientes ndo digeriveis como as fibras alimentares, culminando na producdo
de alguns metabdlitos como os AGCC e de compostos bioativos, que serdo utilizados
por outras células, mantendo a homeostase do organismo. A avaliacdo da microbiota
intestinal pode ser realizada por técnicas de culturas independentes, ou por métodos que
avaliam o conjunto microbiano, visando descrever a taxonomia e a funcionalidade da
microbiota residente (ALOU; LAGIER; RAOULT, 2016).

Existem evidéncias de que a colonizacdo por bactérias comensais exercem
efeitos sobre o metabolismo de lipidios, o desenvolvimento de placas ateroscleréticas e
de doencas cardiometabodlicas (CHISTIAKOV et al., 2015). Além disso, o tipo de dieta
e a qualidade dos lipidios ingeridos exercem efeitos distintos na microbiota. Caesar et
al. (2015) avaliaram a microbiota intestinal e a inflamacdo em camundongos
alimentados com banha de porco e com 6leo de peixe, observando que a composi¢ao
lipidica da banha, rica em gordura saturada, promoveu um aumento de tecido adiposo
branco, ativacdo de marcadores inflamatérios e apresentaram baixa sensibilidade a
insulina em relacdo aos animais que receberam 6leo de peixe. Esse estudo mostrou
também que os camundongos alimentados com 6leo de peixe tiveram um aumento na
taxa de Lactobacillus, mostrando que a qualidade da gordura ingerida exerce efeito na
composi¢do e na diversidade da microbiota intestinal.

E evidente a implicacio da microbiota na inflamacio e consequentemente no
processo aterosclerdtico (CHISTIAKOV et al.,, 2015). Apesar disso, ainda sdo
necessdarios estudos que busquem uma forma de modular as respostas da microbiota
frente a alimentagdo. Alguns mecanismos pelos quais a microbiota intestinal pode afetar
o desenvolvimento da aterosclerose sdo apresentados na figura 5. A liberacdo de
lipopolissacarideos (LPS) por bactérias gram-negativas pode ser reconhecida pelos
receptores tipo Toll-like 4 (TLR-4) nos macrofagos, regulando negativamente a
expressdo de um supressor de colesterol denominado fator de transcricdo X no figado

(LXR) e aumentando a expressdo de receptores lipidicos e receptor de adiponectina 2
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(AdipoR2), culminando no aumento de lipidios nas células. Além disso, o aumento de
LPS diminui a expressdo de peptideo semelhante ao glucagon 2 (GLP2) que reduz a
integridade do epitélio do célon, aumentando a inflamacdo (CHISTIAKOV et al.,
2015).

EFEITOS PROATEROGENICOS
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Figura 5. Mecanismos pelos quais a microbiota intestinal pode favorecer o desenvolvimento de
aterosclerose. LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; LPS:
lipopolissacarideos; TLR4: receptor tipo Toll-like 4; LXR: fator de transcricdo do receptor X no figado;
AdipoR2: receptor de adiponectina tipo 2; GLP2: peptideo semelhante ao glucagon 2 (Adaptado de
Chistiakov et al., 2015).

Estudos que avaliam a relagdo entre o consumo de feijao carioca, rico em fibras
e compostos bioativos, associado a uma dieta aterogénica e a composi¢ao da microbiota
intestinal sdo ainda escassos. O feijdo carioca apresenta um elevado conteudo de
compostos fendlicos, fibra alimentar e proteinas (MARTINO et al., 2012), porém, as
fibras soldveis do feijdio podem ser utilizadas pelas bactérias intestinais para
fermentagdo, favorecendo a produgdo de AGCC como o 4cido acético, dcido propidnico
e 4cido butirico, que sdo fontes de energia e metabdlitos fendlicos aos enterdcitos
(GOFFREDO et al., 2016).

A fermentagdo desses compostos, coletivamente, exercem efeitos benéficos para
a manutencdo da microbiota, principalmente em relacdo aos polifendis e seus
metabolitos, que contribuem com a modulacio do crescimento de bactérias benéficas e
inibicdo do crescimento de bactérias patogé€nicas, levando a reducdo na liberacdo e
absorcdo de LPS (CARDONA et al., 2013).

Monk e colaboradores (2016) avaliaram recentemente em seu estudo o efeito do
consumo de farinha de feijdo cranberry (cultivares CBX9148 e CBX9151) sobre
biomarcadores da defesa microbiana, inflamacdo e a comunidade microbiana do c6lon
de camundongos. O estudo mostrou um aumento significativo na atividade microbiana

em funcdo da maior producdo de AGCC em relacdo ao controle, ndo encontraram
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diferenca significativa na taxa de taxonomia microbiana fecal, porém encontraram um
efeito da dieta em relacdo a diversidade microbiana.

Os AGCC sao produzidos a partir de sacarideos ndo absorvidos e exercem
efeitos importantes para a sadde intestinal. Os principais AGCC encontrados no
intestino grosso sdo o 4cido acético, dcido propidnico e acido butirico (OLIVEIRA;
HAMMES, 2016). O 4cido acético pode reduzir a glicemia por meio da ativagdo da via
AMPK no figado e reducdo da expressdo de enzimas da gliconeogénese
(SAKAKIBARA et al., 2006). O 4cido propidnico pode estar associado com o aumento
da glicemia por atuar como precursor da gliconeogénese (REILLY; ROMBEAU, 1993).
O 4cido butirico € utilizado como fonte energética para os enterdcitos e estd associado
com a capacidade de modular a expressdo da glutationa S-transferase, uma isoenzima
que detoxifica compostos cancerigenos e estd associado ao estresse oxidativo (KILNER,

et al., 2012).
4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

O armazenamento e o processamento dos feijoes foram realizados previamente
no Laboratério de Analise Sensorial e Processamento de Novos Produtos (DNS/UFV)
como parte do projeto DarkBean desenvolvido em parceria com a EMBRAPA Arroz e
Feijao.

O presente estudo foi realizado nos laboratérios de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS), Laboratorio de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral (DBG), Laboratério de Microbiologia de Anaerdbios
do Departamento de Microbiologia (DMB), Laboratério de Metabolismo e Fermentacao
e Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Agentes Infecciosos e Parasitarios
do Departamento de Bioquimica (BQI), pertencentes a Universidade Federal de Vigosa
(UFV — Vicosa, Minas Gerais).

Este trabalho € uma continuidade de um estudo inicial, in vitro, denominado
"Efeito do armazenamento de feijoes carioca (Phaseolus vulgaris L.) sobre a
composi¢do nutricional e fitoquimica e propriedades anti-inflamatéria e
antiaterosclerdtica de seus hidrolisados proteicos em células de macr6fagos humanos"
(ALVES, 2017), que encontrou efeito anti-inflamatério e inibidor da formacgdo de

células espumosas e de aterosclerose. Estes resultados proporcionaram a continuidade
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dos estudos com o feijao carioca e seu hidrolisado proteico, levando ao interesse de
avaliar os efeitos do consumo de feijdo carioca e seu hidrolisado proteico in vivo, por
meio deste trabalho, e de outra dissertacdo intitulada "Feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.): acdo do armazenamento sobre a composi¢do quimica e nutricional e efeito
in vivo da farinha integral e de seu hidrolisado proteico no estresse oxidativo e na
inflamacdo", que encontrou reducdo de medidas biométricas, do consumo alimentar e da
glicemia em camundongos BALB/c que consumiram hidrolisado proteico de feijao,

sugerindo modulacdo de mecanismos de regulaciao da fome (LIMA, 2017).
4.2 Matéria-prima
4.2.1 Amostras

O gendétipo de feijao comum (Phaseolus vulgaris, 1..) BRSMG Madrepérola,
variedade Carioca, foi gentilmente cedido pela EMBRAPA. Essa linhagem de feijao
apresenta caracteristicas de resisténcia aos processos de escurecimento e endurecimento
e foi obtida por meio de pesquisas de melhoramento genético. O plantio e colheita dos
graos foram realizados em Santo Antonio de Goids, Goids, Brasil.

Os graos foram semeados nos dias 26 e 27 de maio de 2014, em sistema de
plantio direto, com espacamento de 0,45 m em linha, 12 sementes por metro, adubacdo
de base com fosfato monoamoénico (MAP) (04-52-00) (200 Kg/ha) e adubacdo de
cobertura com uréia (200 Kg/ha). A colheita ocorreu durante os meses de agosto e
setembro de 2014, na Fazenda Capivara da EMBRAPA Arroz e Feijao. Apos a colheita,
os graos foram acondicionados em sacos de tecido, separados em trés repeticdes, a
temperatura ambiente (21 °C £ 4 °C), sem controle de umidade relativa do ar e foram
armazenados sob congelamento a -18 °C por seis meses (180 dias) no Departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa (UFV) até o inicio do

experimento.
4.2.2 Cocgado, processamento dos feijoes e obtengdo do hidrolisado proteico

A cocgdo, processamento e obten¢do do hidrolisado proteico foram previamente
realizados no estudo de Alves et al. (2016a). Resumidamente, os graos foram cozidos
sob pressdo em calor imido (propor¢do de 1:2, p/v) por (40 £ 5 min), em triplicata, com
minimo teor de dgua de cocc¢ao residual. Apds coc¢do os graos foram secos em estufa

com circulacio de ar (MA 035, Marconi®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) por 8 horas a
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60 °C e triturados em moinho (Grinder Vertical Rotor MAO 090 CFT, Marconi®,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), com peneira de 600 um. As farinhas foram embaladas a
vdcuo e mantidas a -18 °C até o momento das andlises.

O hidrolisado proteico foi obtido por meio de digestdo enzimdtica simulada
conforme metodologia proposta por Megias et al. (2004), com modificacdes por Alves
et al. (2016a). Brevemente, a farinha integral do feijdo foi suspensa em &4gua na
propor¢do de 1:20 p/v seguido de digestdo enzimdtica com pepsina/substrato 1:20 (p/p)
em pH 2.0 por 2 horas e com pancreatina/substrato 1:20 (p/p) em pH 7,5 por 2 horas,
ambas em temperatura de 37 °C. O processo foi interrompido por aquecimento a 75 °C
por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas na velocidade de 20.000
xg a 4°C por 15 minutos e a proteina hidrolisada isolada foi dializada para remog¢do de
sais por meio de filtragdo em membrana de celulose com ponto de corte de 500 Da e
posteriormente liofilizada. As amostras foram armazenadas a -20 °C até o momento das

andlises.
4.3 Ensaio bioldgico

O efeito da farinha integral do feijao e de seu hidrolisado proteico foi avaliado
por meio de ensaio bioldgico. Foram utilizados 48 camundongos machos adultos (Mus
musculus, classe Rodentia), linhagem BALB/c. Os animais foram divididos em 4
grupos com 12 animais em cada, de modo que a diferenca da média dos pesos entre os
grupos nao excedesse 0,5 g. Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais de
aco inoxiddvel, em ambiente com temperatura controlada a 22 °C + 2 °C e fotoperiodo
de 12 horas claro/escuro controlado automaticamente e receberam dgua destilada ad
libitum e suas respectivas dietas experimentais durante o periodo de nove semanas
(Figura 6).

Os quatro grupos experimentais consistiam em dois controles e dois grupos
teste, destes, um grupo recebeu farinha de feijdo carioca e o outro grupo recebeu o
hidrolisado proteico de feijao, fonte de peptideos bioativos, sendo denominados: Grupo
CN: controle normal; Grupo CA: controle aterogénico; Grupo AF: Dieta aterogénica +
farinha integral de feijao cozido; Grupo AH: Dieta aterogénica + hidrolisado proteico.

O hidrolisado proteico foi oferecido ao grupo AH na concentragao de 700
mg/Kg de peso corporal, que foi estabelecida conforme os resultados do estudo de
Mojica et al. (2017). Além disso, foi fornecido aos animais (exceto ao grupo CN) um

inibidor dos hormonios da tireoide (T3 e T4) com a finalidade de assegurar a inducdo de
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hipercolesterolemia (JORIS et al., 1983; PELLIZZON, 2008). O composto 6-propil-2-
thiouracil (PTU) foi calculado na concentracdo de 10 mg/Kg de peso, de acordo com os
estudos de Panda; Kar (2005) e Panda; Kar; Patil (2009). Os compostos supracitados
foram ofertados por gavagem oral intragéstrica, totalizando o volume de 0,5 mL/dia. O
PTU foi diluido em dgua ou junto com o hidrolisado proteico, como mostrado na figura
6.

As solugdes do hidrolisado proteico e do PTU foram preparadas semanalmente,
de acordo com a média de peso semanal dos animais por grupo e foram armazenadas a -
18 °C. A mistura das solugdes que foram ofertadas aos animais foi feita imediatamente
antes da sua utilizacdo, a fim de se evitar qualquer interacdo entre os componentes da

mesma bem como possivel contaminagdo microbioldgica.

Camundongos BALB/C
machos adultos (n=48)

Grupo AF:
. . Grupo AH:
Grupo CN: Grupo CA: Dieta aterogénica Dieta aterogénica +
Dieta AIN-93M + Dieta aterogénica + com farinha de . . & . — 9 semanas
agua por gavagem PTU por gavagem feijdo + PTU por hidrolizado proteico
+PTU por gavagem
n=12 n=12 gavagem

n=12

n=12

Coleta de sangue e
tecidos

Figura 6. Delineamento experimental. Grupo CN: controle normal; Grupo CA: controle aterogénico;
Grupo AF: dieta aterogénica + farinha integral de feijdo cozido; Grupo AH: dieta aterogénica +
hidrolisado proteico; PTU: 6-propil-2-thiouracil.

4.3.1 Dietas experimentais

A composi¢do das dietas experimentais € mostrada na tabela 1 e foi baseada na
dieta padrao AIN-93M, indicada para manuten¢do de animais adultos (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta aterogénica utilizada no presente estudo consistiu
na AIN-93M suplementada com 2% de colesterol, 0,5% de 4cido célico (COLINA-
COCA et al., 2014), 20% de sacarose e 20% de gordura hidrogenada (ANANDHI;
THOMAS; GERALDINE, 2014). A dieta do grupo AF foi adicionada de farinha de
feijao carioca cozido na proporcao de 346,60 g/Kg de dieta, a qual foi calculada para

substituir 50% do contetido proteico dessa dieta. O teor de fibras das dietas foi ajustado
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para equiparar ao grupo AF, considerando o contetiido de fibras presente na farinha de
feijdo ajustada, totalizando 6,2 %.

Todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-analitica da marca
GEHACA®, modelo BG2000, misturados manualmente e peneirados em peneiras de
plastico. Os ingredientes foram homogeneizados em batedeira industrial da marca
Leme® por 15 minutos. As dietas foram acondicionadas em sacos de polietileno,

devidamente rotulados e armazenados em freezer a -20 °C.

Tabela 1. Composi¢do das dietas experimentais.

Ingrediente (g/Kg) Grupos
CN CP AF AH
Amido de milho 422,96 -—- -—- -—-
Farinha de feijao -— - 346,60 —
Sacarose 100,00 300,00 218,63 300,00
Gordura vegetal 200,00 200,00 200,00
hidrogenada
Caseina (82%) 170,73 218,19 124,47 218,19
Amido dextrinizado 155,00 105,50 - 105,50
Celulose 6201 6201 62,01
microcristalina
Oleo de soja 40,00 40,00 36,00 40,00
Mix mineral 35,00 35,00 35,00 35,00
Mix vitaminico 10,00 10,00 10,00 10,00
Colesterol -— 20,00 20,00 20,00
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50
Acido célico 0,00 5,00 5,00 5,00
L-cistina 1,80 1,80 1,80 1,80
Carboidrato (%) 76,29 45,89 44,35 45,89
Proteina (%) 19,21 24,69 24,85 24,69
Lipideo (%) 4,50 29,42 30,80 29,42
Fibra (%) 6,2 6,2 6,2 6,2
DC (Kcal/g) 3,75 4,83 4,67 4,83

CN: controle normal; CA: controle aterogé€nico; AF: dieta aterogénica + farinha integral de feijao cozido;
AH: dieta aterogénica + hidrolisado proteico; DC: densidade calérica. Composi¢do quimica da farinha de
feijdo: carboidratos: 44,98 %; proteinas: 24,63 %; lipideos: 1,17 %; fibras: 17,89 % (LIMA, 2017).

4.3.2 Eutanasia

Ao final da 9* semana, apds jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados
com Isoflurano (Isoforine, Cristdlia®) e eutanasiados por puncio cardiaca. O sangue foi
coletado em tubos com gel (BD Vacutainer®) e centrifugados a 1.006 x g por 10
minutos (FANEM®, Sao Paulo, Brasil) para obtencdo do soro. O coragdo foi removido,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C para avalia¢do

de marcadores de disfuncdo endotelial e aterosclerose. Os tecidos adiposos mesentérico,
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epididimal e retroperitoneal foram removidos e pesados. O ceco foi retirado, pesado e as
fezes armazenadas em seu interior foi retirada, imediatamente congelada em nitrogénio
liquido e armazenado a -80 °C. Um fragmento do c6lon foi retirado e fixado em solugdo
de Karnovsky (1:1 em volume de gliceraldeido — 4 % e formaldeido — 4 %) por 24 h e

mantidos em dlcool 70 % para anélise histoldgica.

4.4 Avaliacao de indicadores de adiposidade, peso corporal e consumo alimentar
de camundongos alimentados com dieta aterogénica

O peso corporal e o consumo alimentar dos animais foram monitorados
semanalmente durante o periodo experimental. O perimetro da cintura e o comprimento
naso-anal foram aferidos no final da dltima semana do experimento para avaliacdo da
adiposidade, mensurada pelo indice de Lee de acordo com Bernardis e Patterson (1968),
que consiste na razdo entre a raiz cubica do peso corporal (g) € 0 comprimento naso-
anal (cm) x 1000.

Apoés a eutandsia, os tecidos adiposos mesentérico, retroperitoneal e epididimal
foram removidos e pesados, a fim de se verificar o depdsito de gordura nos animais. A
quantificacdo de gordura visceral total foi calculada pelo somatério dos tecidos adiposos

coletados.

4.5 Avaliacao do metabolismo lipidico e do indice aterogénico de camundongos
alimentados com dieta aterogénica

As amostras de soro foram utilizadas para quantificacdo das concentra¢Oes de
colesterol total, HDL, LDL e triacilglicerideos, que foram avaliadas por métodos
colorimétricos de acordo com as instrucdes do fabricante (Bioclin®), no analisador
automdtico para quimica analitica BS-200 (Mindray®, Shenzhen, China). O indice
aterogénico (IA) foi calculado pela seguinte formula: (Colesterol total — HDL

colesterol)/ HDL colesterol (KIM et al., 2016).

4.6 Quantificacio do marcador de regulacio da pressao arterial de camundongos
alimentados com dieta aterogénica

4.6.1 Quantificagcdo de angiotensina Il no soro

A quantificacdo de Ang II (forma ativa) no soro foi avaliada pela técnica de
imunoensaio, por meio dos procedimentos do kit Angiotensin Il EIA Kit (Sigma-
Aldrich®). Resumidamente, foram adicionados 100 pl do anticorpo primdrio anti-

angiotensina II em cada poco da placa, que continha o anticorpo secundério. A placa foi
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incubada durante 90 minutos a temperatura ambiente com agitacio suave, a solucdo foi
descartada e a placa foi lavada 4 vezes com tampao de lavagem 1x. Posteriormente, foi
adicionado 100 pl de amostra e dos padrdes em seus respectivos pogos, seguido de
incuba¢do por 150 minutos a temperatura ambiente com agitacio. Em seguida, a
solucdo foi descartada e a placa foi lavada sucessivamente para a adicao de 100 ul de
solucdo de HRP-Streptavidina a cada poco, que foi novamente incubada durante 45
minutos com agitacdo, a temperatura ambiente. O substrato TMB One-Step Substrat
Reagent foi adicionado, incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente, com
agitacdo e em luminosidade baixa e posteriormente foi adicionado 50 pl da solugdo de
parada para a realizacdo da leitura da absorbancia, que foi feita a 450 nm em leitor de
ELISA (Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO).

A quantificacdo de Ang II das amostras foi realizada por meio de curva-padrio
com o auxilio do software SigmaPlot® e os resultados foram expressos em pg/mL de

SOro.

4.7 Avaliacdo da expressiao génica de marcadores inflamatérios e da funcao

endotelial no tecido cardiaco de camundongos alimentados com dieta aterogénica

A expressio de TNF-a, Angiotensina II, e-NOS, VCAM-1 e MMP-9 foram
determinadas no tecido cardiaco. Para isso, 100 mg do tecido foi previamente triturado
por moagem, utilizando gral e pistilo em condi¢cdes de baixa temperatura para
homogeneiza¢do do mesmo.

O RNA total foi extraido com o auxilio do reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA). O RNA isolado foi usado para sintetizar o cDNA utilizando o kit de
transcri¢do Reversa (Invitrogen Corp, Grand Island, NY) de acordo com o protocolo do
fabricante. A expressdo dos niveis de mRNA foi realizado pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) com SYBR green PCR master mix da
Applied Biosystems (Foster City, CA) com volume de reagdo de 10 pL. A
quantificagdo foi realizada no equipamento AB StepOne Real Time PCR System,
utilizando o sistema de quantificac@o por fluorescéncia SYBR-Green, utilizando Primer
Express software (Applied Biosystems, Foster City, CA). O ciclo da PCR envolveu a
desnaturacdo inicial de 95°C (20segundos) e entdo 40 ciclos, com 3 segundos de
desnaturacdo (95 °C) e 30 segundos de anelamento (60 °C), seguidos da curva padrado

de dissociacdo. Os dados de PCR real time foram analisados pelo método de AT,
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Foram utilizadas sequéncias de “primers” (Integrated DNA Technologies®) senso
e anti-senso do TNF-a: senso 5'- ACG GCA TGG ATC TCA AAG AC -3, anti-senso
5'- AGA TAG CAA ATC GGC TGA CG -3'; Angiotensina II: senso 5'- CCC ATC
ACC ATC TGC ATA GC -3', anti-senso 5'- GTT ATC CGA AGG CCG GTA AG -3
e-NOS: senso 5'- GCT GAG AGC CTG CAA TTA CTA -3/, anti-senso 5'- GGA TTT
GCT GCT CTG TAG GT -3'; VCAM-I: senso 5'- TCT CTC AGG AAA TGC CAC CC
-3', anti-senso 5'- CAC AGC CAA TAG CAG CAC AC -3' e MMP-9: senso 5'- GTC
CCA CTA TAC CTC CCA CG -3, anti-senso 5'- ATT GCA AGG ATT GTC TGC CG
-3
A expressao relativa dos niveis de mRNA foram normalizadas pelo controle
endégeno GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) para camundongos: senso 5'-
AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG -3' e anti-senso 5'- TGT AGA CCA TGT AGT
TGA GGT CA -3'. Todas as etapas foram realizadas em condicdes livre de RNAse.

4.8 Avaliacio da saide intestinal de camundongos alimentados com dieta

aterogénica
4.8.1 Quantificagdo de dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A andlise de AGCC seguiu metodologia proposta por Smiricky-Tjardes et al.
(2003) com modifica¢gdes. Durante toda a extragdo as amostras permaneceram em gelo a
fim de se manter a baixa temperatura. Inicialmente, 50 mg de fezes do ceco foram
pesadas em microtubos, foi acrescido 950 ul de agua MiliQ e as amostras foram
homogeneizadas com o auxilio de beads. O processo de homogeneizacao consistiu em
um ciclo de 30 minutos onde as amostras passaram por um periodo de agitacdo em
voértex por 5 minutos, seguido de repouso em gelo por 5 minutos, homogeneizacao por 1
minuto e repouso em gelo por mais 5 minutos, até completar os 30 min, para completa
extracdo dos dcidos graxos presentes na amostra. ApOs esta etapa, as amostras foram
centrifugadas trés vezes consecutivas a 19.350 x g por 30 min a 4°C (Hitachi Koki Co.,
Ltd®, Tokyo, Japdo) para coleta do sobrenadante. O sobrenadante da dltima
centrifugacao foi entdo filtrado em um filtro de 0,45 um com o auxilio de uma seringa e
acondicionado em vials. Foi realizada a quantificagdo dos AGCC por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

O sistema de cromatografia consistiu em um detector duplo Dionex Ultimate

3000 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) acoplado a um detector de indice de
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refracdo Shodex RI-101. Os AGCC foram separados numa coluna de exclusdo de ions
ROA Phenomenex Rezex (300 x 7,8 mm) (Phenomenex Inc. Torrance, CA, EUA)
mantida a 45 °C. As andlises foram realizadas de forma isocrdtica nas seguintes
condicdes: a fase mével utilizada foi 4cido sulfirico 5 mmol l'l, com taxa de fluxo de
0,7 ml min™, temperatura da coluna 40 °C, volume de injecdo 20 pl. A identificacdo e
quantificacdo dos 4cidos graxos foram feitas através de padronizacdo externa, em que a
concentracdo de cada um foi calculada através das respectivas dreas e tempos de
retengdo nos cromatogramas. Foram preparadas nove concentracdes diferentes dos
padrdes de acido acético, dcido propidnico e dcido butirico (Volatile free acid mix, Cod.
46975, Sigma Aldrich, USA), em dcido sulfirico 5 mmol L'l, para as curvas de
calibracdo. Cada solucdo foi injeta separadamente e em seguida todas juntas. A
quantifica¢do foi feita por meio da utilizagdo da curva padrao nas concentragdes de 0,08

a 10 mM.
4.8.2 Andlise histomorfométrica

Os fragmentos do célon, previamente fixados em solucdo de karnovsky e
mantidos em alcool 70 % foram desidratados em solucdes crescentes de dlcool gradiente
e imersos em uma solugdo de resina por 24 h. Apds esse periodo, os fragmentos foram
imersos em resina pura de infiltracio por 2 h para posterior emblocamento. Este
processo consistiu na imersao dos fragmentos em uma solucao de resina pura (93,17 %)
adicionada de endurecedor (6,83 %). O material permaneceu armazenado em estufa a 60
°C por 48 h para secagem.

Foram obtidos cortes histoldgicos semi-seriados de 3 um de espessura em
micrétomo automatico (Reichert—Jung®) utilizando navalha de vidro, e submetidos a
coloracio com hematoxilina/eosina. As laminas foram montadas com Entellan
(Merck®) e analisadas em microscépio de luz CX31 Olympus. As imagens foram
obtidas em camera digital SC 020 por meio do software Analysis GETIT, Olympus.

Para medir a profundidade das criptas e a espessura das camadas musculares
internas e externas foram selecionados vinte campos aleatérios por animal. Apenas as
criptas com epitélio definido e conjuntivo visivel foram utilizadas (CAVALIERE et al.,
2013).

As imagens das secgOes histolégicas foram capturadas com a objetiva de 20 x e
as medidas foram tomadas com auxilio do aplicativo ImagePro—Plus® versao 4.5 (Media

Cybernetics).
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4.9 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais com os animais foram realizados em
consonadncia com os principios éticos na experimentacdo animal, sendo a pesquisa
aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vicosa (CEUA/ UFV),
Vigosa, MG, processo n° 97/2015 (ANEXO 1).

4.10 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. O
ensaio bioldgico seguiu delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de médias de Newman-
Keuls para comparacdo entre todos os grupos experimentais. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism® versdo 5.0 considerando o

nivel de 5 % de significancia.
5. RESULTADOS
5.1 Indicadores de adiposidade, peso corporal e consumo alimentar

Como mostrado na figura 7A, o consumo alimentar do grupo que recebeu dieta
aterogénica + hidrolisado proteico (AH) durante as trés primeiras semanas
experimentais foi menor (p<0,05) que o grupo controle normal (CN) e controle
aterogénico (CA). Na quinta, sexta e sétima semanas o grupo com dieta aterogénica +
farinha integral de feijao cozido (AF) apresentou o maior consumo alimentar (p<0,05) e
os demais grupos ndo se diferiram entre si (p>0,05). Entre a primeira e a tltima semana
de tratamento, o consumo alimentar nio diferiu (p>0,05) entre os grupos AF e AH. O
ganho de peso dos animais apresentou diferengas a partir da quarta semana (fig. 7B). O
grupo AH reduziu o ganho de peso comparado ao CA e AF em cerca de 27,4 %
(p<0,05), equiparando-se ao CN, entretanto, o grupo AF apresentou o ganho de peso
igual ao CA (p>0,05). A diferenca de média de peso inicial dos animais foi padronizada
de modo que ndo diferisse entre os grupos. Apesar do menor ganho de peso apresentado
pelo grupo AH, o peso final ndo diferiu (p>0,05) dos controles CN e CA, porém foi 9,0
% menor (p<0,05) em relagdo ao grupo AF (fig. 7C).

A adiposidade, avaliada pelo indice de Lee, reduziu no grupo AH em relagcao ao
CA (p<0,05), equiparando ao CN (fig. 7D). Além disso, o grupo AF reduziu o indice de

Lee ao ponto de ser similar ao CN, no entanto ndo diferiu do CA (p>0,05). Os grupos
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que receberam dieta aterogénica apresentaram menor acumulo de gordura visceral

(p<0,05) que o grupo CN (fig. 7E).
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Gordura visceral (g)

Figura 7. Evolug@o semanal do consumo alimentar (A) e do ganho de peso (B), peso inicial e final (C),
indice de Lee (D) e acimulo de gordura visceral (E) de camundongos alimentados com dieta aterogé€nica
(n=8). CN: controle normal; CA: controle aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha de feijao; AH:
dieta aterogénica + hidrolisado proteico. Diferentes letras nas colunas indicam diferenca pelo teste de
Newman-Keuls (p<0,05). * indica diferenca significativa no consumo alimentar entre a 1* e a 9* semana.

29



5.2 Perfil de lipidios e indice aterogénico de camundongos alimentados com dieta

aterogénica

A farinha de feijao e seu hidrolisado proteico reduziu (p<0,05) a concentracio
sérica de triacilglicerideos em relacdao ao grupo CA e estes foram menores (p<0,05) que
o CN (fig. 8A). Os grupos teste AF e AH apresentaram valores de colesterol total
menores que o grupo CA (p<0,05) (fig. 8B). Além disso, AF reduziu o LDL colesterol e
melhorou o indice aterogénico (IA) comparado ao CA (p<0,05). Em contrapartida, AH
ndo foi capaz de prevenir o aumento de LDL e do IA, permanecendo igual ao CA,
apesar de ndo se diferenciar do CN (p>0,05) (fig. 8C e 8E). As dietas aterogénicas
adicionadas de farinha de feijio ou associada com o hidrolisado proteico ndo
preveniram o efeito deletério da dieta aterogénica sobre o (p<0,05) HDL colesterol (fig.

8D) em relacdo ao CN e tornaram os grupos teste semelhantes ao CA (p>0,05).
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Figura 8. Perfil lipidico e indice aterogénico (IA) de camundongos alimentados com dieta aterogénica
(n=8). CN: controle normal; CA: controle aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha de feijdo; AH:
dieta aterogénica + hidrolisado proteico; IA: (Colesterol total — HDL colesterol)/ HDL colesterol.
Diferentes letras indicam diferenca pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05).

5.3 Efeitos da farinha de feijao e de seu hidrolisado proteico na inflamacao e na

disfuncao endotelial em camundongos alimentados com dieta aterogénica

Os tratamentos com feijao e seu hidrolisado proteico reduziram (p<0,05) a
expressdo de TNF-a comparado ao grupo CA, equiparando ao CN (fig. 9A). O grupo
AF aumentou (p<0,05) a expressdo génica de Ang II no tecido cardiaco e a
concentracdo de Ang II no soro, enquanto o grupo AH apresentou menor expressdao de
Ang II (p<0,05) em relacdao ao CA (fig. 9B) e concentracdo igual ao CA (p=0,083).

Além disso, o grupo AH apresentou maior (p<0,05) expressao de e-NOS em relagdo aos
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demais grupos experimentais (fig. 9D). Entretanto, ndo houve diferenca na expressio de
VCAM-1 entre os grupos (p>0,05) (fig. 9E). Apesar da aparente reducdo da expressao
de MMP-9 para o grupo AF, este permaneceu igual ao controle aterogénico (p>0,05) e
os grupos teste apresentaram valores iguais (p>0,05) ou inferiores (p<0,05) ao controle

normal (fig. 9F).
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Figura 9. Expressdo génica do fator de necrose tumoral o (TNF-a) (A), de Angiotensina II no tecido
cardiaco (B), quantificacdo de angiotensina II no soro (C), expressdo de 6xido nitrico sintase endotelial
(e-NOS) (D), molécula de adesdo celular-vascular-1 (VCAM-1) (E) e metaloproteinase de matriz 9
(MMP-9) (F) em camundongos alimentados com dieta aterogé€nica (n=3). CN: controle normal; CA:
controle aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha de feijdo; AH: dieta aterogénica + hidrolisado
proteico. Diferentes letras indicam diferenca pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05).
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5.4 Avaliacio da saide intestinal de camundongos alimentados com dieta

aterogénica

A sadde intestinal pode ser avaliada de diversas formas, por meio de estudo
histolégico do intestino, producdo de AGCC, avaliacido do pH intestinal e da microbiota
residente no intestino. No presente estudo, medidas histomorfométricas do célon e o
peso do ceco foram avaliados e, como mostrado na tabela 2, o grupo que recebeu
farinha de feijao apresentou maior peso do ceco quando comparado aos demais grupos
experimentais (p<0,05). Em relacdo as medidas histoldgicas, a profundidade de criptas
foi maior (p<0,05) nos grupos que receberam dieta aterogénica em relacdo ao grupo
CN. As camadas musculares circular e longitudinal nos grupos testes foi igual ao CA

(p>0,05) (tabela 2).

Tabela 2. Histomorfometria do clon e peso do ceco de camundongos alimentados com
dieta aterogénica.

Dieta aterogénica

CN CA AF AH
Peso do ceco (g) 0,26+0,06" 0,29+0,06" 0,49+0,14° 0,33+0,06"
Profundidade de criptas 71,92+13,89° 97,26+8,221 88,80+8,11° 87,35+6,17°
CMC 44,51+8,84° 40,67+5,56" 39,93+6,56°  39,34+6,41°
CML 20,96+3,32° 17,05+2,04° 17,49+1,38"  19,21+2,84®

CN: controle normal; CA: controle aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha de feijdo; AH: dieta
aterogénica + hidrolisado proteico; CMC: camada muscular circular (interna); CML: camada muscular
longitudinal (externa) (n=8). Diferentes letras indicam diferencga pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05).

Com relacdo a producdo de AGCC, observou-se que o grupo AF apresentou
menor (p<0,05) producdo de dcido acético (fig. 11A) em relacdo ao CN e ndo se diferiu
dos demais grupos com dieta aterogénica (p>0,05). A producdo de 4cido propidnico
(fig. 11B) nos grupos AF e AH foi igual ao grupo CA (p>0,05) e menor (p<0,05) que o
grupo CN. A producdo de 4cido butirico (fig. 11C) ndo diferiu entre os grupos

experimentais (p>0,05).
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Figura 10. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes de camundongos alimentados com
dieta aterogénica (n=8). CN: controle normal; CA: controle aterogénico; AF: dieta aterogénica + farinha
de feijao; AH: dieta aterogénica + hidrolisado proteico. Diferentes letras indicam diferenca pelo teste de
Newman-Keuls (p<0,05).

6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos da farinha integral de feijao cozido e de
seu hidrolisado proteico na adiposidade, no metabolismo de lipidios e na funcdo
endotelial e intestinal de camundongos BALB/c alimentados com dieta aterogénica,
devido ao conteido de compostos fendlicos na farinha e no hidrolisado proteico (LIMA,
2017), bem como a presenca de peptideos bioativos identificados no hidrolisado
proteico, com agdo antioxidante e anti-inflamatdria, de redu¢do do acimulo de gordura
em adipdcitos e diminui¢do de processos aterogé€nicos in vitro (ALVES et al., 2016ab;
MOIJICA et al., 2016; TOLEDO et al., 2016).

Alguns estudos tém observado que o consumo de dieta rica em gordura saturada
e acucar, como a dieta aterogénica utilizada neste estudo, leva ao desenvolvimento de
dislipidemias, obesidade, inflamacdo e aterosclerose (FERREIRA et al., 2016;
MONGUCHI et al., 2017). O grupo que recebeu o hidrolisado proteico de feijao
preveniu o ganho de peso e melhorou a adiposidade, mesmo com o consumo alimentar

igual ao grupo CA na maioria das semanas de tratamento. Este resultado pode ser
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devido a presenca de peptideos bioativos no hidrolisado com propriedades
hipolipidémicas e inibidoras de enzima DPP-IV, que exerce uma relagdo inversa com a
liberacdo de incretinas e a inibicdo do apetite (TOLEDO et al., 2016; MOJICA et al.,
2017). Os peptideos bioativos inibidores de DPP-IV presentes no hidrolisado proteico
possivelmente desempenham papel importante na atividade da GLP-1, estimulando a
secrecdo de insulina, regulando a glicemia e retardando o esvaziamento gastrico.
Diferente do grupo AH, o ganho de peso e a adiposidade de AF foi equiparado ao CA,
provavelmente favorecido pela maior ingestdo alimentar entre a quinta e a sétima
semana de experimento bem como pelo aumento da profundidade das criptas observado
nesse grupo. Scoaris et al. (2010) prop6s uma relagdo entre o aumento da profundidade
de criptas em animais que consomem dieta rica em gordura e o ganho de peso, o que
poderia ter contribuido para o resultado do grupo AF, enquanto no grupo AH onde o
ganho de peso foi prevenido pela acio dos peptideos.

Além disso, a menor deposicdo de gordura visceral observada nos grupos que
receberam dieta aterogénica pode ter ocorrido em func¢do da composi¢do da dieta. A
dieta do grupo CN foi baseada na AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), que
contém 76 % de carboidratos (CHO), quantidade superior as dietas aterogénica e
aterogénica + farinha de feijao, que contém aproximadamente 45 % de CHO. Apesar da
concentracdo de CHO para os grupos ser adequado para roedores adultos, a menor
concentracdo deste macronutriente pode levar a menor deposicdo de gordura visceral e
de triacilglicerideos. Da mesma forma, a maior concentracao deste macronutriente pode
levar ao aumento da glicemia, observado no estudo de Lima (2017). Sabe-se que o
consumo elevado de carboidratos a longo prazo leva ao ganho de peso, resisténcia a
insulina e ao desequilibrio do perfil de lipidios (KAWASAKI et al., 2005; FEIJO,
2010), alteragdes estas que foram observadas no presente estudo.

O consumo de hidrolisado proteico e de farinha de feijao preveniu a alteracao
nos niveis séricos de triacilglicerideos e de colesterol total e o grupo AF reduziu LDL
em relacdo ao controle aterogénico. Esta melhora no perfil de lipidios dos animais pode
ser decorrente das propriedades hipolipidémicas e antioxidantes dos fitoquimicos do
feijio e de seu hidrolisado proteico (RAMIREZ-JIMENEZ et al., 2015), além da
presenca de inibidores de a-amilase e de fitohemaglutininas, que diminuem a absorcao
de carboidratos e regulam a digestdo de gordura e de proteinas (SONG et al., 2016;
FANTINI et al., 2009), bem como a presenca de fibra soluvel na farinha de feijao, que

absorve dgua formando um gel no intestino, cuja viscosidade dificulta a solubilidade das
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moléculas de lipidios pela bile e que possivelmente contribuiu para prevenir o aumento
de LDL no grupo AF. A dieta aterogénica promoveu reduc¢do dos niveis de HDL
quando comparado ao CN e a presenca de farinha de feijao no grupo AF e de
hidrolisado proteico no grupo AH ndo preveniram esse efeito deletério, evidenciado na
literatura pela gordura saturada e trans (gordura hidrogenada) (SBC, 2013).

O indice aterogénico (IA) no grupo AH ndo diferiu dos controles, entretanto, a
farinha de feijao no grupo AF preveniu o aumento do IA, que permaneceu igual ao CN.
O TA ¢ uma estimativa de aterogenicidade da dieta estabelecida a partir dos valores de
colesterol total e HDL. No grupo AH observamos uma tendéncia para a redugdo de
HDL (p=0,086), que possivelmente impediu a reducdo do indice. Song et al. (2016)
também observaram melhora do perfil de lipidios em camundongos suplementados com
extrato de P. vulgaris (50 mg/kg) e alimentados com dieta high-fat durante 14 semanas,
mostrando que os efeitos regulatorios no metabolismo de lipidios se deve aos
compostos presentes na leguminosa, possivelmente os compostos fendlicos. A andlise
da farinha de feijao e do hidrolisado proteico realizada pelo nosso grupo de pesquisa
identificou maior concentragdo de compostos fenolicos no hidrolisado que na farinha
(1.025,6 e 140,0 ug EAG/g de amostra, respectivamente) (LIMA, 2017), o que pode ter
contribuido para o processo anti-inflamatério, observado pela menor expressdo de TNF-
Q.

O desencadeamento de respostas inflamatorias mediante a ingestdo de dieta
aterogénica pode ser observada de diversas formas, tanto pela ativagdo de fator de
transcricdo e liberacdo de marcador pré-inflamatério como o TNF-a, quanto pela
liberacdo de marcadores de adesdo celular, como o VCAM-1. No presente estudo, a
expressdao de TNF-a diminuiu nos grupos tratados com a farinha de feijdo e com o seu
hidrolisado proteico, provavelmente em fun¢do da presenca dos compostos fendlicos
com ac¢do antioxidante na farinha e no hidrolisado, que inibem a cascata inflamatoria,
bem como a agdo dos peptideos bioativos com acdo anti-inflamatéria e antioxidativa
(VELVGPK), identificados por Alves et al. (2016b).

Ao avaliar a expressdo do mRNA de Ang II (forma ativa) no tecido cardiaco
observou-se redugdo no grupo AH e aumento no grupo AF, em relacdo ao CA. Além
disso, a concentragdo de Ang II circulante reduziu no grupo que recebeu o hidrolisado
proteico de feijao em relacdo ao CN, apesar de nao diferir do CA (p=0,083). Alves et al.
(2016b) 1identificaram sequéncias de peptideos biologicamente ativas com acdo

hipotensora presentes no hidrolisado proteico do feijao carioca (BRSMG Madrepérola)
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que possivelmente bloquearam a conversao de Ang I em Ang II. Os autores, ao
caracterizar os peptideos bioativos do feijdio carioca (BRSMG Madrepérola),
encontraram sequéncias com elevado potencial de inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina (ECA) (LVTTTVDL; QTSTPLFS; VELVGPK; TRGVLV - 81,6 %; 93,4
%3 99,9 % e 99,9 % de probabilidade, respectivamente), que possivelmente impediram a
conversaio de Ang I em Ang Il no grupo AH, diminuindo a vasoconstri¢do.
Corroborando com estes achados, Rui et al. (2013) encontraram peptideos com
capacidade inibitéria da ECA (60,9 + 3,8 %) no hidrolisado proteico de feijao vermelho,
indicando que essas leguminosas possuem elementos naturalmente capazes de modular
o processo de homeostase vascular. No entanto, no grupo AF, tanto a expressao quanto
a concentracdo de Ang Il aumentaram. Possivelmente, as fracdes proteicas intactas da
farinha de feijdo, por estarem presentes em quantidade inferior que no hidrolisado
proteico, ndo foram suficientes para inibir a ECA, pois de acordo com Rui et al. (2013)
e Alves et al. (2016b), os peptideos de menor massa molecular disponiveis no
hidrolisado apresentam maior efeito sist€émico, uma vez que tém maior probabilidade de
atravessar a barreira intestinal para exercer a sua bioatividade.

Além disso, Alves et al. (2016b) elucidaram que o grau de hidrdlise de feijoes
frescos pré-cozidos (40 min.) bem como aqueles armazenados por seis meses nio €
afetado, o que nos revela a possibilidade de acesso aos peptideos mesmo apds essas
condi¢des. Apesar dos estudos que apontam as propriedades terapé€uticas dos peptideos
bioativos de diversos tipos comercialmente disponiveis de feijoes em inibir a ECA (RUI
et al., 2013; MOJICA; CHEN:; MEJIA, 2015; ALVES et al., 2016a), vale ressaltar que
sdo pesquisas que testam os hidrolisados proteicos in vitro. Quando se avalia os efeitos
do hidrolisado proteico e do alimento da forma em que é consumido, em modelo in
vivo, esses resultados podem nao ser similares. Outro fator importante que influencia os
resultados bioldgicos se trata da concentraciao dos alimentos teste que sao fornecidos, no
caso do hidrolisado, foi administrado 700 mg/Kg de peso corporal (MOJICA et al.,
2017) diariamente, ou seja, nds garantimos que Os animais ingerissem em média 28,4
mg de hidrolisado proteico por dia. Considerando o rendimento do hidrolisado proteico
a partir da farinha de feijdo, que € de 51,2 % (ALVES et al., 2016b) e considerando a
concentracdo de 346,60 g de farinha/Kg de dieta no grupo AF, observamos que os
animais deste grupo consumiam em média 1,8 g de farinha de feijao por dia, que
equivale a 0,9 mg de proteina hidrolisada por dia. Temos ainda que considerar que o

consumo de farinha de feijao a partir da dieta pode sofrer as variagdes no processo de

37



digestdo e absorcao, reduzindo a biodisponibilidade das fracdes ativas dos peptideos e
assim influenciar no efeito final do produto.

Como mecanismo regulatério, observou-se no presente estudo que a expressao
de e-NOS no grupo AH foi maior que nos demais grupos experimentais, provavelmente
em fun¢do da supressao da ECA, que estimulou e-NOS e aumentou a produ¢do de ON
tendendo ao aumento da vasodilatacdo. De La Rosa, et al. (2010) observaram ativacao
da e-NOS e aumento na producdo de ON ao avaliar proteinas extraidas de cereais que
também apresentam atividade inibitéria da ECA. Além disso, possivelmente os
peptideos bioativos modularam outros mediadores da disfun¢do endotelial e da
regulacdo da pressdo arterial, sendo necessarios outros estudos in vivo. No grupo AF,
ndo observou-se diferenca entre a expressio de e-NOS e os grupos controle,
possivelmente, a bioatividade da e-NOS foi suprimida durante as alteracbes no
endotélio, potencializando os efeitos negativos da disfuncio endotelial e a hipertensdao
(DE LA ROSA, et al., 2010). Tom et al. (2002) propds um mecanismo onde a inibi¢do
da ECA poderia aumentar a expressao de bradicinina (vasodilatador), bem como ativar
a expressdo de e-NOS com o intuito de aumentar o fluxo sanguineo e regular a pressao
arterial, o que poderia justificar os resultados do grupo AF e AH do presente estudo. A
disfuncdo endotelial ocasionada pelos fatores de risco presentes na dieta, bem como o
estresse oxidativo, leva a expressdo de moléculas de adesdo como VCAM-1. No
presente estudo, a expressdao de VCAM-1 ndo diferiu entre os tratamentos. A redugdo da
expressdao de TNF-a nos grupos AF e AH, de certa forma, apresentou um efeito protetor
da adesdo celular e da oxidagdo da LDL, impedindo a progressdo de eventos pro-
aterogénicos, como a expressdio de VCAM-1. Além disso, o periodo experimental
possivelmente ndo foi suficiente para alterar as moléculas de adesdo da mesma forma
que observamos para o marcador inflamatdrio.

A expressao de MMP-9 reduziu no grupo AF em relacdo ao CN, apesar de ndo
se diferir do CA, enquanto a expressdao no grupo AH permaneceu igual aos controles
CN e CA. Possivelmente, tanto a farinha de feijao quanto o hidrolisado proteico
apresentaram efeito anti-inflamatdrio e anti-aterosclerético, porém, atuaram em fases
diferentes do processo de alteragdo endotelial, modulando marcadores distintos. O
grupo AF demonstrou melhor resultado na expressdo do MMP-9, além da reducdo do
indice aterogénico.

Em decorréncia da dieta aterogénica, alteracdes na funcdo intestinal afetam uma

série de fatores no organismo, apesar destes efeitos serem minimizados pela presenca de
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fibras alimentares. Como pudemos observar, o peso do ceco foi maior no grupo AF em
comparacdo aos demais grupos. A dieta AF possui maior contetido de fibra alimentar
solivel em funcdo da presenca da farinha de feijao (2,51 e 15,38 g/100 g de fibra
alimentar solivel e insolivel, respectivamente) (LIMA, 2017), as quais exercem efeitos
importantes sobre a solubilidade e viscosidade do bolo fecal no intestino, podendo ser
estimulantes ou inibitérios da sua distensdo, peso e motilidade (MORAES; COLLA,
2006). Além disso, foi observado o aumento da profundidade de criptas nos grupos
alimentados com a dieta aterogénica em relacdo ao CN, havendo uma relag¢do entre o
consumo de dieta hiperlipidica e o aumento da profundidade de criptas no intestino
(ANDRADE et al.,, 2013; SCOARIS et al.,, 2010). No presente estudo, nido foi
observado diferenca na espessura das camadas musculares do célon nos grupos AF e
AH em relacdo ao CA. Normalmente, a maior quantidade de fibra alimentar insoluvel
na dieta aumenta a motilidade intestinal e o volume fecal, tendendo ao aumento da
espessura das camadas musculares (MORAES; COLLA, 2006), entretanto, isto nao foi
observado. O tipo de fibra na dieta também pode influenciar a producdo de AGCC,
entretanto, os tratamentos com feijdo ndo afetaram a produ¢do dos acidos organicos.
Estudos com foco na microbiota intestinal, que possam avaliar as mudangas que
ocorrem em detrimento aos padrdes alimentares sdo necessdrios, a fim de esclarecer se
os tratamentos com feijao carioca e seu hidrolisado proteico alteram as bactérias

colonizadoras do trato gastrointestinal e a produ¢do de AGCC.

7. CONCLUSAO GERAL

O hidrolisado proteico de feijao reduziu as medidas biométricas € o consumo
alimentar dos animais e a farinha de feijao modulou positivamente o metabolismo de
lipidios. Tanto o hidrolisado quanto a farinha de feijao apresentaram atividade
hipolipidémica. O hidrolisado proteico preveniu a inflamacdo possivelmente pela acdo
dos fitoquimicos e dos peptideos bioativos presentes, além de prevenir a vasodilatacao
por meio da diminui¢do de Ang II e aumento da expressdo de e-NOS, associado a
producdo de ON, reduzindo o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Este trabalho abre uma nova linha de investigacdo in vivo sobre os efeitos
preventivos da ingestdo de farinha integral de feijdo carioca e de seu hidrolisado
proteico na inflamac¢do e na disfun¢do endotelial e associa a especificidade dos
peptideos do feijao com o controle do ganho de peso, metabolismo de lipidios e com a

homeostase vascular.
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