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RESUMO

A obesidade ¢ um dos maiores problemas de saide mundial, desta forma, desenvolver novos
alimentos funcionais que visam controlar ou diminuir esse problema se tornaram um grande
desafio para a industria nutracéutica. Os objetivos foram avaliar os efeitos de um
heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro do leite) como um alimento funcional como um
agente hipolipidémico. Foram utilizados 18 camundongos adultos Swiss machos divididos em
3  grupos: Dieta  hipercolesterolemiante = com  heterocoagulado  (PSQHcol),
hipercolesterolemiante com caseina (Hcol), e dieta normocaldrica (Ncal). Houve reducao de
peso corporal em PSQHcol e o perfil lipidico nesse grupo permaneceu baixo em todos os
parametros bioquimicos avaliados além de diminuir a formacao de tecido adiposo e aumentar
a concentragdo protéica no musculo gastrocnémio. Os dacidos graxos saturados e
polinsaturados das triglicérides de PSQHcol apresentaram menores valores em todos os
tecidos no grupo alimentado com proteinas do soro , enquanto que os &cidos graxos
monoinsaturados apresentaram-se em maior propor¢do. Os acidos graxos monoinsaturados
dos fosfolipidios foram maiores em PSQHcol sendo que, o musculo gastrocnémio apresentou
maior concentragdo de acido graxo polinsaturado d6mega 3 (4acido docosahexaenoico) e, no
figado, maiores concentragdes de acidos graxos monoinsaturados. Foi possivel obter um
heterocoagulado de proteinas do soro de leite com quitosana com proteinas de alto valor
nutricional. A dieta contendo o heterocoagulado apresentou importantes propriedades

hipocolesterolemiates.

Palavras-chave: Soro do Leite, Quitosana, Heterocoagulagdo, Metabolismo lipidico,

Medicina Experimental.



ABSTRACT

The obesity is one of the world's largest health problems, thus developing new functional
foods aimed at controlling or decrease this issue became a major challenge for nutraceutical
industry. The goals were to assess the effects of a heterocoagulated (chitosan/whey milk
proteins) as a functional food hypolipidemic agent. Eighteen adult Swiss males were used
and divided into 3 groups: hypercholesterolemic with heterocoagulated diet (PSQHcol),
hypercholesterolemic with casein (Hcol), and normocaloric (Ncal) diet. A body weight and
lipid reductions it was observed in PSQHcol. The lipidic profile in this group also showed a
decrease in all biochemical parameters, besides adiposity tissue reduction with concomitant
increase in protein concentration in gastrocnemic muscle. The saturated and poly insaturated
fatty acids of triglycerides of PSQHcol presented lowest values in all tissues in the Group
whey proteins, whereas mono unsaturated fatty acids were submitted to a greater proportion.
Fatty acids were larger mono insaturated of phospholipids in PSQHcol and the gastrocnemius
muscle presented greater concentration of omega 3 fatty acid poly insaturated
(Docosahexaenoic acid) and the liver, the largest concentrations was the mono insaturated
fatty acids. In was possible to obtain a heterocoagulated from whey proteins and chitosan
extrated protein with high nutritional value. The diet containing hypocholesterolemiate
heterocoagulated presented important properties. It was possible obtain a whey proteins
heterocoagulated with chitosan. These heterocoagulated contain high nutritional value

proteins and important hypercholesterolemic properties.

Palavras-chave: Milk whey, -chitosan, heterocoagulated, hypercolesterolemic, lipid

metabolism, experimental medicine.
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1. Introducio

1.1 Soro de queijo

O leite ¢ considerado um dos alimentos mais completos, sendo o mesmo direcionado
as industrias como matéria prima para formulagdo de inimeros produtos derivados. Contudo,
quando esse produto ¢ direcionado a fabricacdo de queijos, para obtencdo da caseina
comercial, aproximadamente 85 a 95% de seu volume total ¢ retirado sob forma de soro, ou
seja, a cada 10 litros de leite sdo produzidos cerca de 1 quilograma de queijo e 9 litros de soro.
Este volume ¢ constituido por lipidios, compostos nitrogenados, lactose e de sais, sendo
portanto, um subproduto valioso, pois possui um teor de proteinas soluveis de composicao
elevada em aminodcidos essenciais, principalmente os sulfurados, semelhante em composi¢ao
as do leite humano (NEVES et al., 2001; PACHECO et al., 2002; CAPITANI, 2001;
MONZON e OLANO, 1977).

Apesar de ser um subproduto nutricionalmente rico, este ¢ minimamente aproveitado,
e volumes consideravelmente grandes ainda sdao descartados ou direcionados para outros fins,
como, por exemplo, direcionado a alimentacdo de suinos. Também sdo direcionados a
sistemas de tratamento de efluentes com baixa eficiéncia permanecendo no remanescente do
tratamento uma alta taxa organica, contaminando drasticamente corpos receptores; o que gera
problemas ambientais com a demanda bioquimica de oxigénio entre 30.000 ¢ 50.000 mg/L
(HOSSEINTI et al., 2003).

Os componentes do soro sdo essencialmente lactose, proteinas e minerais e o conteudo
em gordura pode variar entre 0,5-4,4%, dependendo do tipo de leite empregado e do processo
de fabricagdo do queijo. No entanto, esta gordura pode ser aproveitada, retornando ao
processo de producao de queijo ou sendo processada em manteiga (JELEN et al., 1992).

Embora o soro possua normalmente estas caracteristicas em sua composi¢ao, esta pode
variar com o tipo de tratamento a que o leite ¢ submetido (aquecimento, centrifugacao,
homogeneiza¢ao), com o processo de fabricacdo de queijo ou caseinas € com o tratamento que
o soro sofre apos estar separado do coalho (pasteurizacdo, pré-concentragdo e remocao de

particulas de caseina). A Tabela 1 mostra a composi¢do basica do leite, queijo e soro.
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Tabela 1: Distribuicdo (% p/v) dos componentes do leite no queijo e no soro (adaptado de KIRK ¢ SAWYER,
1991 citado por RODRIGUES et al., 2001).

Componente Leite (%) Queijo (%) Soro (%)
Agua 87,3 6,5 80,8
Gordura 3,7 3,5 0,2
Lactose 4.7 0,3 4.4
Caseinas 3 2,6 0,4
Proteinas do soro 0,4 Vestigios 0,4
Minerais 0,7 0,1 0,6

As caseinas sdo encontradas no leite sob a forma de grandes micelas. Estas sdo
empregadas na producdo de queijo, embora possam também ser incorporadas em diversos
produtos industriais (ZYDNEY, 1998), podendo ainda ser usadas para a preparacdo de
peptideos biologicamente ativos, para aplicacdo em suplementos dietéticos ou como drogas
naturais (por exemplo, a B-casomorfina) (RODRIGUES et al., 2001).

Na coagulac¢ao acida, o pH decresce quer por fermentacdo microbiana da lactose
presente no leite em acido lactico, quer por adicao direta de acidos minerais ou organicos
(BANKS et al., 1998). O soro resultante deste processo ¢ designado por soro acido (pH
maximo 5,1). Em contraste, o soro doce obtido a partir do coagulo de leite formado por acao
enzimatica, a pH>6,0, contém um teor de acido lactico muito baixo. No entanto, o conteudo
deste acido pode aumentar drasticamente se a fermentacdo bacteriana nao for controlada
rapidamente por pasteurizac¢do e/ou arrefecimento rapido.

Quando o coagulo tiver a consisténcia desejada, ¢ cortado ou partido, para se proceder
a remoc¢do do soro, por um processo que envolve tratamento térmico e ajuste do pH

(RODRIGUES et al., 2001).
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1.2 Proteinas do soro do leite e seus beneficios

Pessoas que possuem um estilo de vida fisicamente ativa, como esportistas, e também
pessoas portadores de doencas, vém buscando beneficios nessa fonte protéica. Evidéncias
recentes sustentam o fato de que as proteinas do leite, incluindo as proteinas do soro, além de
seu alto wvalor bioldgico, possuem peptideos bioativos, que atuam como agentes
antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da funcdo imune, assim como fatores de
crescimento (HARAGUCHI et al., 2006).

As proteinas do soro contém pontes dissulfeto e apresentam caracteristica globular
conferindo as mesmas, estabilidade estrutural. As fragdes, ou peptideos do soro, sao
constituidos de: beta-lactoglobulina (BLG), alfa-lactoalbumina (ALA), albumina do soro
bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig‘s) e glicomacropeptideos (GMP). Essas fragdes variam
em tamanho, massa molar e fun¢do, conferindo as proteinas do soro caracteristicas especiais
(HARAGUCHI et al., 2006; BRINK et al., 1998).

As proteinas de soro sdo de facil digestdo e seu perfil de aminodcidos essenciais
atende ou supera todas as exigéncias qualitativas e quantitativas estabelecidas pela
Organizacdo de Alimentos e Agricultura/Organizagdo Mundial de Satde (Food and
Agriculture Organization/World Health Organization FAO/WHO). Conhecidas como fontes
protéicas de alta qualidade nutricional, as proteinas do soro do leite isoladas também se
caracterizam pelo conjunto dos atributos funcionais e nutricionais. O desenvolvimento e o
aperfeicoamento das tecnologias de separagdo e purificagdo permitiram melhorar os
conhecimentos sobre os efeitos imunomodulatérios das proteinas do soro. Animais
alimentados com racdes elaboradas com soro como fonte principal de proteina resistiram
muito melhor ao cancer induzido por substancias quimicas do que animais alimentados com
soja ou caseina. Existe uma relacdo direta entre as caracteristicas funcionais e nutricionais das
proteinas de soro e sua estrutura e fungdes biologicas. Cada tipo de proteina possui varias
destas caracteristicas (BOUNOUS et al., 1991%;, KENNEDY et al., 1995).

A rapida digestdao das fragdes protéicas do soro exerce uma elevagao nos teores
plasmaticos de aminoécidos essenciais de maneira rapida atingindo picos considerados altos,
chegando a seu pico maximo em torno de 60 minutos apds a ingestdo. A elevacdo desses
teores de aminoacidos essenciais, principalmente a leucina, ¢ considerada um eficiente

estimulo na sintese global de proteinas.



17

A BLG ¢ o peptideo de maior tamanho presente no soro (45,0%-57,0%),
representando, no leite bovino, cerca de 3,2g/L.. Apresenta média massa molar (18,4-
36,8kDa), o que lhe confere resisténcia a acdo de acidos e enzimas proteoliticas presentes no
estobmago, sendo, portanto, absorvida no intestino delgado. Dentre todos os peptideos
encontrados no soro esse ¢ o que apresenta maior teor de aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAA), com cerca de 25,1%.

Esta proteina liga fons importantes como célcio e zinco que representam um
importante papel no sistema nervoso central. A sua seqiiéncia de aminoacidos apresenta
homologia seqiiencial parcial com determinadas proteinas capazes de ligar retinol (DE WIT,
1998). A cadeia de B-lactoglobulina possui varios pontos de ligagdo para minerais, vitaminas
lipossoluveis e lipidios. Estes pontos de ligacdo podem ser usados para incorporar compostos
lipofilicos desejaveis como tocoferol e vitamina A em produtos com baixo teor de gordura
(DE WIT, 1998).

A ALA ¢ o segundo peptideo em maior quantidade presente no soro (15%-25%) e o
principal do leite humano (SHANNON et al.,2003). Por possuir massa molar de 14,2kDa,
apresenta uma facil e rapida digestdo. Contém o maior teor de triptofano (6%) entre todas as
fontes protéicas alimentares, sendo, também, rica em lisina, leucina, treonina e cistina
(KINSELLA et al., 1989; MARKUS et al., 2002).

Setenta por cento das proteinas presentes em leite humano possuem as mesmas
caracteristicas das proteinas do soro, e a ALA representa 41% dessas caracteristicas. A
suplementagdo de ALA tem sido ardorosamente defendida como forma de disponibiliza-la
para o consumo humano e criar outros produtos para pessoas que consomem ou podem ingerir
apenas quantidades limitadas de proteinas (HEINE et al., 1991).

A BSA corresponde a cerca de 10% das proteinas do soro do leite. E um peptideo de
alta massa molar (66kD), rico em cistina (aproximadamente 6%), e relevante precursor da
sintese de glutationa. Possui afinidade por acidos graxos livres e outros lipideos, favorecendo
seu transporte na corrente sangiiinea (SALZANO et al., 2002; DE WIT, 1998).

A BSA e as Ig’s sdo duas proteinas consideradas proteinas secundarias ou menores por
estarem presentes em quantidades muito pequenas no soro. As Ig’s sdo proteinas de elevada
massa molar (150 -1.000kDa). Quatro das cinco classes das Ig’s estdo presentes no leite
bovino (IgG, IgA, IgM e IgE), sendo a IgG a principal, constituindo cerca de 80% do total.
No leite humano, a IgA constitui a principal imunoglobulina (>90%). Suas principais agdes
biologicas residem na imunidade passiva e atividade antioxidante (SALZANO, et al., 2002;
LONNERDAL et al., 2003; DE WIT, et al., 1998; HA E, et al., 2003) e estas proteinas
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reforgam a imunidade passiva de criangas e outros consumidores. As imunoglobulinas sao
encontradas no colostro em concentragdes maiores do que em leite comum (BOUNOUS et
al., 1991).

O GMP (6,7kDa) ¢ um peptideo resistente ao calor, a digestdo assim como a mudangas
de pH. Esta proteina estd presente em soro doce apds a degradacdo da a-caseina e a
precipitacdo da caseina pela renina. Esta proteina ndo ocorre em soro acido, pois quando as
caseinas sdo precipitadas pela reducdo do pH a 4,6 esta se desnatura (YUN et al.,1996). O
GMP tem a bioatividade de suprimir o apetite estimulando as células I da mucosa duodenal a
liberar o horménio colecistocinina (CCK) (BEUCHER et al., 1994; HALL et al., 2003). Além
disso, o GMP altera a producdo de pigmentos pelos melandcitos, atuando como prebiodtico
com acao imunomoduladora. A atividade fisiologica depende do grau de glicolisagdo.

Curiosamente, muitos autores ndo descrevem o GMP como um peptideo do soro. Essa
fragdo esta presente em um tipo de proteina do soro, conhecida como whey renne. A mesma
apresenta alta carga negativa, que favorece a absor¢cdo de minerais pelo epitélio intestinal, e,
assim como a fragdo BLG, possui alto teor de aminodcidos essenciais (47%). As sub-fragcdes
ou peptideos secundarios das proteinas do soro sdo assim denominadas por se apresentarem
em pequenas concentracdes no leite, compreendendo as sub-fragdes: lactoferrina, beta-
microglobulinas, gama-globulinas, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano,
fatores de crescimento IGF-1(Insulin-like growth factor 1) e IGF-2 (Insulin-like growth factor
2), proteoses-peptonas e aminodcidos livres. As subfracdes lactoferrina, lisozima,
lactoperoxidase, encontradas no leite humano, fornecem propriedades antimicrobianas
importantes para o recém-nascido, assim como os fatores de crescimento IGF-1 e IGF-2, que
estdo relacionados com o desenvolvimento do tubo digestivo.

A lactoferrina ¢ uma proteina com bioatividade importante. Ela possui a capacidade de
se ligar e transportar ferro promovendo a absor¢do do metal sem provocar constipagdo em
criancas pequenas, como ocorre com os suplementos inorganicos de ferro. A lactoferrina
libera o ferro deixando-o disponivel para ser absorvida pelo organismo (TOMITA et al.,
1998).

A lactoferrina ja vem sendo amplamente usada no Japao, na Coréia e em outros paises
asiaticos em suplementos para criangas, jovens e adultos (WALZEM et al., 1999). Esta
proteina ainda possui outras propriedades, como efeitos antioxidantes, fortalecimento do
sistema imunoldgico e efeitos anti-cancer (YHOO at al, 1997). Esta capacidade de ligar o
ferro permite a inibicdo e desenvolvimento de microrganismos indesejaveis, com

concomitante aumento da atividade microbiana desejavel, mediante a inibigdo de
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enterobactérias patogénicas (KUWATA et al., 1998). A atividade bacteriostatica da
lactoferrina foi estudada visando o uso potencial da substancia como conservante (TOMITA
etal., 1998).

A lactoferricina, um peptideo bésico derivado da lactoferrina, possui efeito antagonista
frente a proliferagdo de microrganismos intestinais patogénicos. A lactoperoxidase ¢ uma
enzima que degrada o perdxido de hidrogénio. Este componente nutracéutico do leite e de
produtos de soro ¢ uma enzima com propriedades antibacterianas (HOOGENDOORN et al.,
1977). A lactoperoxidase tem sido objeto de varios estudos visando sua utilizagdo como meio
de controlar o desenvolvimento da acidez e mudancas de pH durante a estocagem refrigerada
de iogurte. A lactoperoxidase também estd sendo estudada quanto a possibilidade de ser
utilizada como conservante natural. Em combinagdo com outros conservantes, a
lactoperoxidase ¢ usada como ingrediente em pasta de dente para combater caries (YHOO et
al., 1997b).

Segundo Salzano et al (2002), 100g de concentrado protéico do soro do leite possui,
em média, 414kcal, 80g de proteina, 7g de gordura e 8g de carboidratos.

Na Tabela 2 apresenta a composi¢cao média de aminoacidos presente no soro e caseina.

Tabela 2: Composi¢do média de aminoacidos presente no soro e caseina concentrado.

Perfil de aminoécidos Soro* Caseina*
Alanina 48 31
Arginina 23 38
Acido aspartico 102 73
Cisteina 12 4
Acido glutamico 172 223
Glicina 20 19
Histidina 16 32
Isoleucina 84 58
Leucina 105 101
Lisina 91 83
Metionina 16 30
Fenilalanina 31 54
Prolina 61 105
Serina 52 63

Treonina 62 46
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Triptofano 21 14
Tirosina 24 58
Valina 60 74

BCAA: isoleicina, leucina e valina (negrito).
*nimeros de residuos.

Os BCAA perfazem 21,2% e todos os aminoacidos essenciais constituem 42,7%. E
esses teores se encontram em quantidades acima da média atribuida pela FAO quando
comparados aqueles de outras fontes protéicas, conferindo as proteinas do soro propriedades
funcionais e nutricionais importantes. Em relagdo aos micronutrientes, estdo presentes em
média, 1,2mg de ferro, 170mg de sodio e 600mg de calcio por 100g de concentrado protéico.

Os primeiros a utilizarem o soro como fonte de muitos compostos com propriedades
bioativas foram o Japdo e a Europa (WALZEM, 1999). Virias fungdes ou atividades
fisiologicas tém sido descobertas ou atribuidas as proteinas e aos peptideos secundarios do
soro. Estes componentes podem aumentar a protecdo passiva contra infec¢des; modular
processos digestivos e metabdlicos; e atuar como fatores de crescimento para diferentes tipos
de células, tecidos e 6rgaos (ROGERS et al., 1995; HOWARTH et al.,1996).

Os principais componentes do soro com propriedades bioativas para serem agregadas
em produtos comerciais incluem a alfa-lactoalbumina, a beta-lactoglobulina, a albumina
sérica bovina, as imunoglobulinas, a lactoferrina e a lactoperoxidase. Essas proteinas possuem
uma eficiente atividade biologica que pode ser aproveitadas as empregando em produtos
nutracéuticos ou antimicrobianas conferindo as mesmas grandes vantagens sobre a saude
humana. Além de tudo, substancias resultantes da degradagdo ou digestao das proteinas do
leite definidos como peptideos bioativos, tais como as exorfinas (casomorfinas), os
fosfopeptideos e os imunopeptideos sdo liberados. As seqiiéncias dos peptideos bioativos se
encontram em estado inativo quando inseridas na cadeia polipeptidica da proteina de soro
intacta. Estes peptideos, formados ap6s a quebra das proteinas de soro, podem estar
envolvidos na regulacao da entrada de nutrientes como também pode fornecer maior excursao
de aminodcidos plasmaticos, suprimindo, desta forma, o apetite através da estimulagcdo de
hormdnios peptideos gastrointestinais (BOIRIE et al 1997).

Sdo muitos os beneficios terapéuticos que as proteinas do soro conferem a satde
humana, incluindo desde um eficiente supressor de apetite (HALL et al., 2003) até um
eficiente estimulante de sintese muscular e redutor de gordura corporal (ANTHONY et al.,

2001; ZEMEL, 2004).
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1.3 Efeitos sobre o anabolismo muscular

Existem diferentes vias pelas quais as propriedades bioativas das proteinas do soro
beneficiam a hipertrofia muscular e o ganho de forca corporal, auxiliando, dessa forma, no
exercicio e no desempenho fisico. A quantidade e o tipo de proteina ou de aminodacido,
fornecidos antes ou apds o exercicio, influenciam a sintese protéica nos tecidos musculares
(WOLFE. 2002). Kinball (2002) demonstrou que somente os aminoacidos essenciais,
principalmente a leucina, s3o necessarios para estimular a sintese protéica (KIMBALL 2002,
ANTHONY et al. 2001). van Loon et al. (2000) demonstraram que a ingestdo de um
concentrado protéico do soro e carboidratos aumenta significantemente as concentragdes
plasmaticas de sete aminoacidos essenciais, incluindo os de cadeias ramificadas (BCAA), em
comparacdo a caseina. Anthony et al. (2001) propuseram que a leucina possui um papel
importante no processo de ativacdo dos fatores de iniciagdo da sintese protéica. Segundo os
autores, a leucina tem funcdo fundamental no processo de fosforilagdo de proteinas
envolvidas na formacgao do fator de inicia¢do eucariotico 4F (elF4F - eukaryotic translation
initiation factor 4F) que por sua vez, inicia a tradu¢do do RNA mensageiro (RNAm) para a
sintese global de proteinas. A leucina participa de uma maneira ainda ndo muito bem
explicada da cascata de reagdes que promove a fosforilagdo da proteina S6 quinase ribossomal
(S6K1), que ativa proteinas envolvidas na tradu¢do dos aparatos de sintese protéica. Além
disso, a leucina parece atuar na sintese protéica, por outros mecanismos diferentes e
independentes dos citados acima (ZEMEL et al. 2004, KIMBALL et al. 2002, ANTHONY
etal. 2001).

Desta forma, o perfil de aminoacidos encontrados nas proteinas do soro,
principalmente aquelas ricas em leucina, pode favorecer o anabolismo muscular. Ha & Zamel
(2003) destacam que o perfil de aminoacidos das proteinas do soro possui caracteristicas
muito similares ao das proteinas do musculo esquelético, contribuindo com quase todos os
aminoacidos em propor¢do compativel as do mesmo, classificando-as como um eficaz
suplemento anabodlico. Burke et al (2001) notaram um significante ganho de massa muscular
em jovens e adultos suplementados com proteinas do soro ap6s uma série de exercicios com
peso. Esse experimento demonstrou que os grupos que tiveram a dieta contendo proteinas do

soro tiveram um ganho de massa magra bem maior quando comparado ao grupo nao
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suplementado, reforcando a teoria do efeito das proteinas do soro sobre o ganho de massa
muscular.

Muitos experimentos sobre as diferentes velocidades de absor¢do de proteinas estdo
sendo propostas por profissionais e cientistas que estudam desempenho fisico. Dangin et al
(2001) demonstraram que as proteinas do soro sdo absorvidas mais rapidamente que a
caseina. Por esse motivo ocorre um aumento nas concentragdes plasmaticas de aminoacidos
provenientes dessas proteinas. Dessa forma, podemos sugerir que, se essa ingestdo fosse
realizada ap6s uma sessdo de exercicios, as proteinas do soro seriam mais eficientes no

desencadeamento do processo de sintese protéica.

1.4 Efeitos hipolipidemiante das proteinas do soro

A obesidade ¢é considerada um problema de saude publica ha muitos anos.
Investigacdes populacionais vém apontando que excesso de peso ¢ um problema, tanto para
paises desenvolvidos como para paises emergentes, sendo também considerado fator de risco
para o surgimento de doengas que surgem em longo prazo (FONTAINE et al., 1998).

Pessoas fisicamente ativas e atletas procuram, a todo custo, manter um percentual
baixo de gordura corporal, seja com o objetivo de melhorar o desempenho fisico ou apenas
para o bem estar fisico ¢ mental (KAWASE et al., 2000).

Muitas pesquisas t€ém demonstrado uma relagdo direta das proteinas do soro e o
processo de redugdo corporal de gordura, por meio de mecanismos associados ao célcio, e por
proporcionar altos teores de aminoéacidos de cadeia ramificada (BCAA) (BOUTHEGOURD
atal., 2002).

Além das proteinas do soro possuir, como fundamental caracteristica, altas
concentragdes de calcio (aproximadamente 600 mg/100 g), diversos estudos epidemiologicos
tém verificado uma relagdo inversa entre a ingestdo de calcio, proveniente do leite e seus
derivados, e a gordura corporal (ZEMEL, 2004). Uma hipotese para tal teoria seria que o
acréscimo no calcio dietético restringe as concentracdes dos hormonios calcitropicos,
principalmente o 1,25 hidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D). Em concentragdes elevadas, esse
horménio estimula a transferéncia de ion calcio para os adipdcitos. Nos adipocitos, altas

concentragdes de calcio levam a formacao de tecido adiposo e a reducao da lipolise. Portanto,
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a supressao dos hormdnios calcitrépicos mediada pelo calcio dietético, pode ajudar a diminuir
a deposicdo de gordura nos tecidos adiposos (ZEMEL, 2004). Estudos mostram que o alto
teor de BCAA das proteinas do soro afeta os processos metabdlicos da regulagdo energética,
favorecendo o controle e a reducdo da gordura corporal.

Para avaliar tais hipoteses, Layman (2003), submeteu mulheres obesas (>15% do peso
ideal) a dois tipos de dietas isocaloricas. Um grupo (Protéico) recebeu dieta com 1,5g.kg™.dia”
' de proteina, com 22,3g/dia de BCAA, sendo 9,9g/ dia de leucina, 40% das energias
provenientes de carboidratos e 30% de lipidios. O outro grupo (Controle) recebeu dieta
contendo 0,8g.kg”.dia” de proteina, com 12,3g/dia de BCAA, sendo 5.4g/ dia de leucina,
55% das energias provenientes de carboidratos e 30% de lipidios. Todos os voluntarios foram
precisamente controlados, quanto a ingestdo das dietas e a realizacdo de exercicios. Apds 10
semanas, 0os autores observaram que o grupo Protéico apresentou valores estatisticamente
maiores de glicemia em jejum e menores valores de glicemia pos-prandial. A dieta protéica
gerou, também, melhor controle da insulina pds-prandial, com valores estatisticamente
menores (p<0,05). Em outro estudo, com o mesmo grupo de mulheres e aplicando os mesmos
tipos de dietas, Layman (2003) citado por Haraguchi et al. (2006) observou que, apos 16
semanas, a dieta protéica ocasionou uma perda significante de peso, gordura corporal e
resultou uma menor perda de massa magra (p<0,05).

Muitos s@o os trabalhos demonstrando um efeito hipolipidémico proporcionadas pelas
proteinas do soro de leite diminuindo, desta forma, as concentragdes plasmaticas do colesterol
em ratos. Nagaoka et al., (1992) observou uma inibicdo na absor¢cdo do colesterol
influenciado pela BLG apresentando um efeito hipocolesterolémico.

Morifugi et al., (2005) realizaram o primeiro trabalho demonstrando o efeito que as
proteinas do soro do leite possuem em diminuir as atividades das enzimas lipogénicas no
figado de ratos e a expressio de RNAm dessas enzimas, exceto a acido graxo sintase,
comparado com a caseina.

As enzimas lipogénicas hepdticas sdo reguladas pela composi¢do calérica da dieta e
por fatores hormonais. E de fato que a expressio dos genes das enzimas lipogénicas hepaticas
aumenta por meio de acidos graxos livres, dietas ricas em carboidratos, particularmente
monossacarideos tais como, glicose e frutose, que por sua vez, induzem a lipogénese

(MASASHI et al., 2005).
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1.5 Recuperacdo das proteinas do soro por quitosana: novos alimentos

funcionais.

A quitina ¢ o segundo biopolimero mais abundante depois da celulose, e pode ser
extraida de carapacas e exoesqueletos de crustaceos, cuticulas de muitos invertebrados, parede
celular de fungos e algumas algas e ¢ um homopolimero linear composto por ligagdes B(1-4)-
N-acetil-D-glucosamina (CRAVEIRO et al., 1999).

Podemos observar na Figuras 1 que, dos trés biopolimeros (quitina, quitosana e

celulose) que ocorrem em maior quantidade na natureza, estes se diferem somente pelo grupo
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Figura 1: Estrutura quimica dos biopolimeros de maior ocorréncia na natureza. Grupo funcional (ilustrado no

circulo). Em (1) Quitina; (2) quitosana e (3) Celulose. (THARANATHAN et al.,2003)

A quitosana tem sido largamente aplicada em éareas farmacéuticas e biomédicas. As
suas caracteristicas apelativas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de
toxicidade, propriedades de adsorcdo, capacidade de formar membranas, bioadesividade,
atividade antimicrobiana, atividade contra fungos, bactérias e virus e o seu poder hemostatico
contribuem obviamente para esse fato.

A maioria das caracteristicas da quitosana pode ser relacionada com a sua natureza
catidnica. A pH acido ¢ um polieletrdlito com elevada densidade de carga com uma carga
positiva por residuo de glucosamina e como tal, ird interagir com moléculas carregadas

negativamente como, proteinas, polissacarideos anidnicos, € acidos nucléicos. A quitosana €
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um dos polimeros naturais mais utilizados na preparacao de hidrogéis, nomeadamente para
substituinte da pele humana em pacientes queimados (THARANATHAN & KITTUR, 2003).

Além das aplicacdes ja citadas, a quitosana também pode ser utilizada no tratamento
de residuos da industria de alimentos, inclusive permitindo a recuperagdo de proteinas que
podem ser destinadas a alimentacdo animal (THARANATHAN E KITTUR, 2003).
Mukhopadhyay et al.,(2003) avaliou o uso de um gel de quitosana na remogdo de proteinas,
solidos em suspensdo e minerais do soro de leite, permitindo, desta forma, que 0 mesmo seja
processado para a obteng@o de lactose com alto grau de pureza (MUKHOPADHYAY et al.,
2003). Os resultados demonstraram que a concentracdo de lactose do soro antes € apds o
tratamento com quitosana (300mg de quitosana por litro de soro de queijo) foi praticamente o
mesmo, entretanto houve uma reducao significativa no teor de proteina (62-85%), cinzas (50-
75%) e gorduras (70-80%). Desta forma, ocorre uma interacao eletrostatica entre as proteinas
e a quitosana, causando a formagdo de um coagulo. Outra vantagem do uso de gel de
quitosana ¢ que o mesmo pode ser facilmente separado do soro usando técnicas de decantagao
ou centrifugacao.

Hidalgo & Hansen (1971) exploraram a técnica de fracionamento seletivo de proteinas
do soro utilizando carboximetilcelulose. Contudo, somente Capitani (2003) realizou um
estudo do processo em escala piloto e sua viabilizagdo. O desenvolvimento desta tecnologia
em maior escala utilizando quitosana pode servir como oportunidade de negdcio para o setor
de laticinio, podendo contribuir com a diversificagdo de produtos e agregacdo de valor
econdmico ao residuo da produg¢do de queijo, tendo um custo beneficio abaixo das
expectativas. Além do mais, esse complexo pode ser associado com um principal ingrediente
para o desenvolvimento de um alimento funcional.

Bough e Landes (1976) foram uns pioneiros em utilizar a quitosana como um
polimero para separagdo das proteinas do soro, além do mais, foi o primeiro trabalho em
demonstrar que pequenas quantidades de agentes poliméricos coagulantes nao influenciam no
valor nutricional das proteinas recuperadas do soro. Entretanto, ndo hé evidéncias de estudos
no qual se avalia o potencial fisioldgico desse complexo, tais como, o metabolismo lipidico e
o perfil de 4cidos graxos neutros e polares.

A cada dia cresce o interesse frente a composicao e funcionalidade dos alimentos, ja
que os mesmos tém uma ligagao direta sobre a saude, o desempenho fisico e o bem-estar. J4 ¢
entendido que alguns alimentos e/ou ingredientes podem auxiliar no controle do peso, na
redugdo e/ou controle de doengas cronicas relacionadas a dieta, como doengas coronarias,

aterosclerose, hipertensao, cancer, osteoporose e obesidade (ANVISA, 2007).
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O complexo quitosana/proteina se enquadraria na defini¢do de alimento funcional,
pois o mesmo possui propriedade hipolipidemiante, pelo fato de, além das proteinas do soro, a
administracio de quitosana em animais hipercolesterolémicos também reduz
significativamente os teores colesterol no plasma. Muitos estudos comprovaram que
quitosana contendo seis ou mais unidades de oligossacarideos em sua cadeia ¢ um moderado
grau de desacetilagao por residuo de glicosamina, se torna um eficiente bloqueio de absor¢ao
de colesterol pelo trato intestinal. Esse processo se d4, pelo fato de que a quitosana tem
propriedade de formar gel, o qual interage com lipidios e colesterol no trato intestinal
diminuindo, entdo, a concentragdo dos mesmos no organismo (DEUCHI et al., 1995;

SUGANO et al., 1980; MAEZAKI et al., 1993).

1.6 Influéncia dos acidos graxos saturados no metabolismo Lipidico

Os acidos graxos saturados (SFA) podem ser classificadas como de cadeia curta (C:2
— C:4), média (C:6 — C:12) e longa (>12C). Esses compostos possuem um importante papel
como fonte energética para o organismo, além de fornecerem esqueleto carbonico para sintese
de outros compostos celulares incluindo o colesterol (ROS, 2000). Muitos trabalhos
comprovam que os acidos graxos saturados e colesterol sdo considerados determinantes
primarios frente a concentracdo plasmatica do colesterol em humanos. Individualmente, os
acidos graxos exibem diferentes efeitos hipercolesterolémicos. Os 4acidos laurico (C12:0) e
miristico (C14:0), por exemplo, sdo considerados mais hipercolesteromiantes do que o
palmitico (C16:0), o qual ¢ relativamente mais hipercolesterolémico quando comparado ao
acido estearico (C18:0). Todavia, somente 50% das moléculas de 4cido estearico (C18:0) sdo
absorvidas no intestino, destas, 50% sao convertidas em acidos oléico (C18:1n9) que possui o
potencial hipocolesterolemiante. Contudo, acido graxo estedrico ¢ considerado neutro quanto
aos efeitos colesterolemiantes.

O potencial aterogénico das gorduras esta relacionado a composicao e a posi¢ao dos
acidos graxos nas moléculas de triacilglicerois. Entretanto, os 4acidos graxos de cadeia curta
ndo regulam o pool de colesterol celular sendo os mesmos direcionados para serem
metabolizados a acetil-CoA e empregados para a sintese de uma grande variedade de

metabolitos. Os dacidos graxos laurico, miristico e palmitico sdo considerados como
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substratos de pouca afinidade pela enzima acil —CoA: colesterol aciltransferase (ACAT), uma
enzima integrada a membranas do reticulo endoplasmatico rugoso dos enterdcitos e
hepatocitos, e que esta relacionada a regulagdo da homeostase do colesterol a partir do
colesterol intracelular. Essa pouca afinidade por esses acidos graxos desencadeia a sintese
enddgena de colesterol e a diminui¢do da endocitose das LDL circulantes. Os principais
substratos da ACAT sao os &cidos graxos insaturados de cadeia longa, em especial o
linoléico, que potencializa a captacdo de colesterol pelo figado via LDL e diminui¢cdo das
fragdes LDL no plasma.

Os fosfolipidios sdo os principais componentes estruturais que constituem as
membranas biologicas como também possuem um papel significativo em sua propriedade
fisica estrutural. Alteragdes na composicdo de fosfolipidios na membrana sdo conhecidas por
influenciar em diversas extensdes a funcionalidade celular e proporcionar uma alteragcdo nas
atividades de enzimas ligadas & membrana, influenciando no crescimento celular (SPECTOR
& YOREK, 1985; HULBERT & ELSE, 1999). Além do mais, alteragdo na composi¢ao de
fosfolipidios no musculo esquelético esta ligada a desordem metabolica tal como a obesidade
(PAN et al., 1994; STORLIEN et al., 1998). No aspecto geral, acidos graxos saturados estdo
associados ao processo de condicionamento da célula a obter resisténcia a insulina. Ja os
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), particularmente os PUFAs n-3, promovem o estimulo
de captacdo de glicose no musculo esquelético via insulina (BORKMAN et al., 1997;
CLAUDININ et al.,1993; SCOHAL et al., 1992; STORLIEN et al., 1998).

A composi¢ao dos acidos graxos dos fosfolipidios dos tecidos ¢ alterada a partir das
fracdes contidas nas dietas e pelo estilo de vida da pessoa, se ¢ sedentaria ou ativa. Portando,
manter uma vida saudédvel tem-se tornado uma tarefa cada vez mais dificil, tendo em vista que
ndo se trata apenas do aspecto dietético como pré-requisito para se obter tal meta, mas
também ¢ crucial o conhecimento sobre a quantidade ¢ a qualidade nutricional dos alimentos

ingeridos e atividade fisica.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Estudo da otimizag@o do processo de recuperagdo das proteinas do soro de leite bovino
pela técnica de heterocoagulagao eletrostatica insoltivel de proteinas em quitosana.
Avaliagdo da qualidade biologica, nutricional e funcional desse complexo sobre o

metabolismo lipidico em camundongos adultos hipercolesterolémicos.

2.2 Especificos: fase 1

- Estudar o efeito do pH e concentracdo entre proteinas e quitosana para otimizagao do
processo de separagdo das fragdes protéicas do soro de leite;
- Avaliar técnicas de precipitacdo e caracterizagdo quanto ao perfil eletroforético das fracdes

protéicas totais do soro de leite;

2.3 Especificos: fase 2

Em animais adultos, submetidos a dieta hipercolesterolemiante, os objetivos

especificos foram:

- Avaliar o efeito do heterocoagulado quitosana/proteinas do soro do leite quanto as
propriedades hipolipidémiantes.

- Investigar os pardmetros bioquimicos: colesterol total plasmatico (CTP), colesterol HDL
(lipoproteinas de alta densidade), LDL (lipoproteina de baixa densidade), triglicérides (TG),
lipidios totais plasmaticos (LTP) e teciduais (figado, musculo gastrocnémio), proteinas

teciduais (figado, musculo gastrocnémio) e glicose.
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- Avaliar possiveis diferengas no acimulo de lipidios quanto ao perfil de acidos graxos no
figado, musculo gastrocnémio e tecido adiposo epididimal.
- Comparar o perfil dos acidos graxos dos fosfolipidios no figado, misculo gastrocnémio e

tecido adiposo epididimal.
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3. Método

3.1 Heterocoagulacio

Neste estudo foi utilizado soro de leite doce liofilizado livre de gordura fornecido
gentilmente pela Empresa Alibra-PR. Para dissolu¢do do pd foi adicionado 10g do
concentrado em 100 mL de 4gua destilada e solubilizado a temperatura ambiente em um
homogeneizador a 2000 rpm por 1h.

A quitosana empregada para heterocoagulacao foi de média massa molar com 75-85 %
de grau de desacetilagao e viscosidade de 200-800 cPs (Sigma-Aldrich 44.887-7).

A quitosana foi solubilizada em homogeinizador de hélice a velocidade de 2000 rpm.
O polissacarideo juntamente com 4cido citrico P.A (0,4 mg.mL™") foram adicionados em 4gua
destilada a temperatura ambiente sob agitacao por 24 horas. ApoOs esta etapa a solucao de
quitosana foi adicionada ao soro de leite previamente diluido (25+1°C) numa proporgdo de
1:1 com o objetivo de obter os complexos protéicos.

Para precipitacdo das fragdes protéicas do soro de leite, foram utilizados valores de pH
na faixa de 3,0 a 6,0 respectivamente, ajustando os valores de pH com solucdes de acido
citrico e NaOH a 50%.

Testes preliminares com diferentes concentragdes da quitosana foram realizados com o
objetivo de se obter uma melhor precipitagdo de proteinas totais provenientes do soro de leite.
Utilizou-se a solugdo de quitosana numa faixa de concentragdo variando de 0,25; 0,75; 1,5 ¢
2,25mg/mL. A melhor concentragdo foi selecionada utilizando os precipitados das respectivas
concentragdes e analisadas pelo método de Bradford (1976). Para determinar o perfil
eletroforético das fracdes protéicas existentes nos complexos, as amostras foram dissolvidas
em tampao redutor contendo 62,5 mM Tris-HCI, 20% de glicerol, 2% SDS (10%), 5% de B-
mercaptoetanol e azul de bromofenol a pH 6,8. A solubilizagao foi feita de modo a conseguir
aproximadamente 0,5 mg/mL de concentragdo protéica final. No gel separador foi utilizada
uma concentragdo de 12,5% de poliacrilamida. Como padrdes para determinar as massas
moleculares dos distintos polipeptidios foram usados beta-lactoglobulina — Sigma L4756, e

alfa-lactoalbumina - Sigma L. 6385 e albumina bovina (BSA).
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No processo de otimizagao, optou-se em utilizar a concentragao de 0,75mg/mL em pH

4,5 por ser mais eficiente.

3.2 Escalamento do processo de Heterocoagulacio

Neste processo utilizou-se um volume de 50 L de soro de leite € 50 L de solucao de
quitosana a 0,75 mg/mL, a temperatura de 25 + 1°C, que tiveram os valores de pH ajustados,
uma vez unidos, com 4cido citrico e NaOH 50% para o valor de pH desejado (4,5). Apos essa
etapa, a solugdo 1:1 de soro/quitosana foi submetida a agitagdo por lh.

Apos esse periodo, a solugdo soro/quitosana foi centrifugada para separagdo dos
complexos proteinas/quitosana, em centrifuga de cesto GEDR-Heinel (modelo 2250, no. de
série 48586) a velocidade de 808 g.

O fluxo de alimentacdo na centrifuga da solucdo 1:1 de soro/quitosana foi controlado
utilizando uma bomba peristaltica de fluxo continuo (Masterflex L/S, modelo 77250-62 —
Cole-Parmer Instrument Company) nas vazdes de 208 mL.min" com o tempo de residéncia
de 5’ para obtencao do precipitado.

O processo de centrifugacdo em escala piloto foi realizado na planta piloto do Grupo

Especial de Engenharia do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL (Campinas - SP).

3.3 Animais

Para os objetivos propostos, foram utilizados 18 camundongos adultos da
linhagem Swiss machos com peso médio de 35g. Os animais foram fornecidos pelo biotério
da UMC. Todos os animais foram mantidos em caixa individuais de polipropileno com ciclo
de claro e escuro controlado (12h-12h) em temperatura de 22+1°C. Os animais tiveram livre
acesso a ragdo e agua (ad libitum). Esses procedimentos foram minuciosamente
desenvolvidos seguindo as normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao

Animal (COBEA).
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3.4 Dietas

Na Tabela 3 estd apresentada a composi¢ao nutricional das dietas experimentais Hcol
e PSQHcol. As ragdes dos experimentos foram produzidas de acordo com Reeves et al.,
(1993) seguindo o modelo AIN-93M. As racgdes experimentais diferiram entre si pela
presenga de quitosana formando um complexo protéico com proteinas do soro de leite
(heterocoagulado), pela fonte protéica adicionada (caseina como controle e complexo
proteinas/quitosana), convencional como dieta normocaldrica e a presenga de banha de porco
Sadia® na dieta hipercolesterolémica.

A fonte protéica experimental utilizada foi proveniente do processo de

heterocoagulacao, no qual era constituido de quitosana e proteinas do soro.

Tabela 3: Composicdo nutricional (g.kg-1) das dietas fornecidas aos camundongos jovens.
Composig¢do nutricional (g.kg-1) das dietas fornecidas aos camundongos jovens.

Ingredientes PSQHcol Hcol
Caseina - 140,0
Proteina do soro 140,0 -
Quitosana 2,2 -
Mix mineral 35,0 35,0
Mix vitaminico 10,0 10,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Banha de porco** 280,0 280,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Fibra 50,0 50,0
Amido de milho 726,0 726,0
L-cistina 1,8 1,8

Dietas: PSQHcol - proteinas do soro de leite/quitosana hipercolesterolémiante; Hcol — caseina controle
hipercolesterolémiante.
** Contém 20g de colesterol

Os animais adultos foram divididos 3 grupos com 6 animais cada, subdividos em dieta
normocalorica (Ncal - Nuvital CR1) e dietas hipercaldricas/hipercolesterolemiantes (Hcol e

PSQHcol). Esses grupos foram alimentados por um periodo de 4 semanas de tratamento.
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3.5 Avaliacdes bioquimicas e coletas de amostras

Apo6s o periodo experimental, todos os animais foram mantidos em jejum por 16 horas
e posteriormente anestesiados com pentobarbital. A eutandsia foi realizada por meio da coleta
de sangue via puncdo cardiaca. O sangue foi acondicionado em tubos heparinizados e
posteriormente centrifugado a 3000g por 10 minutos para obtengcdo do soro que foi
armazenado a -20°C. Foram coletados o tecido adiposo branco epididimal (EPI), musculo
gastrocnémio (GAST) e o figado. Estas amostras foram pesadas e estocadas a -20°C.

Todas as dosagens bioquimicas, colesterol total, colesterol HDL, triglicérides, lipidios
totais no plasma, proteinas totais e glicose foram realizados utilizando-se os Kits comerciais

(Labtest Diagndstica).

3.6 Determinacao do perfil de acidos graxos dos tecidos

Os extratos lipidicos foram submetidos a uma atmosfera de N, para evaporagdo do
solvente sem oxidacao dos acidos graxos. A partir destes extratos, foi realizada uma separacao
das fragdes neutras e polares dos lipidios (com exce¢do do plasma) por cromatografia de
coluna (COPEMAN et al., 2002). As fra¢des polares (fosfolipidios) e neutras (triglicérides)
foram metiladas (para a formacdo dos metil ésteres) pelo método acido, proposto por Kitson
et al., (1996) utilizando cloreto de acetila e metanol como catalisadores da reagao.

Os metil ésteres foram analisados por cromatografia gasosa (GC), acoplada a um
ionizador de chama (FID) (VARIAN GC 3900) e o perfil de 4cidos graxos foi determinado
com o calculo de tempo de retencgdo, utilizando-se um padrao de acidos graxos com tempo de
retencao conhecido (Supelco, 37 Componentes).

Para a andlise dos 4cidos graxos foi utilizada uma programag¢do no cromatdgrafo com
as caracteristicas descritas a seguir. A leitura foi iniciada a uma temperatura de 170°C
mantida por 1 minuto ¢ em seguida por uma rampa de 2,5°C/minuto, até atingir a temperatura
final de 220°C, que foi mantida por 5 minutos. O injetor e o detector foram mantidos a 250°C.
Uma coluna CP wax 52 CB, com espessura de 0,25 mm, diametro interno de 0,25 pm e 30 m

de comprimento foi utilizada, tendo o hidrogénio como o gas de arraste.
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Estas andlises foram realizadas no laboratorio de Fisiologia de Reprodugao de Peixes

no IB-USP sob supervisao da professora Dra. Renata Guimaraes Moreira.

3.7 Protocolo de extracao e determinacao de lipideos totais

As amostras foram homogeneizadas em microprocessador Sentry™ modelo Tempest
1.Q.%, a 25.000 rpm, por 45 segundos. Apds a homogeneizagio, as amostras foram transferidas
para tubos de ensaio com tampa de teflon, e os frascos utilizados na extragao, lavados com 1
mL de cloroféormio, para evitar perda de lipidios que ficariam retidos nas paredes do frasco.
Estes tubos foram centrifugados a 655,1g por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, a camada
organica (inferior) foi removida pela técnica das 2 pipetas. Esta técnica consiste em colocar
uma pipeta Pasteur longa dentro de outra curta. Com esta pipeta curta, a camada inferior ¢
retirada e transferida para outro frasco. A pipeta curta foi lavada com cloroférmio, e o
processo, repetido por 3 vezes para extragdo total dos lipidios teciduais. Os extratos finais
foram transferidos para frascos menores e as amostras, evaporadas em nitrogénio. Apds a
evaporagdo, as amostras foram resuspendidas em 1 mL de cloroférmio e agitadas em Vortex
por 30 segundos, para resuspensao completa e posterior dosagem.

Para a determinacdo foram pipetados 100uL das amostras provenientes do processo
anterior e acrescentados mais 200 pl de acido sulfurico concentrado. Os tubos foram levados
a um banho fervente por 10 minutos e em seguida, adicionado 5 mL do reagente de
fosfovanilina (35 mL de vanilina 0,6% + 60 mL de 4cido fosférico + 5mL de H,O destilada).
Os tubos foram novamente levados para o banho, agora a 37°C, por 15 minutos para em
seguida fazer a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, a 540nm. A quantidade de

lipidios totais foi calculada a partir de uma curva padrao.
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3.8 Protocolo de cromatografia de coluna para separacio dos lipidios neutros

e polares

Esta técnica utiliza silica gel para separacdo dos lipideos neutros e polares. A silica
deve ser previamente seca em estufa a 100°C por 1 hora para que ndo haja interferéncia da
umidade na eficiéncia do método. A uma pipeta Pasteur foi colocada uma pequena quantidade
de 12 de vidro e em seguida a silica gel até preencher a pipeta. Esta pipeta foi lavada com 4
mL de metanol e depois com 4mL de cloroférmio e apos este procedimento a amostra de
lipidios totais, acrescentada. O vidro que continha a amostra foi lavado com 1 mL de
cloroféormio e este também adicionado a pipeta, em seguida adicionou-se 3 mL de mistura de
cloroférmio, metanol e acido formico(1:1:1), a solugdo empregada na separacdo dos lipideos
neutros. Apds o término desta solugdo, 1 mL de metanol foi acrescentado para obter a

separac¢do dos lipidios polares. As amostras foram secas em nitrogénio para posterior analise.

3.9 Protocolo para determinac¢io do Perfil de acidos graxos

Para a determinag¢do do perfil de acidos graxos foi utilizado como padrao interno acido
decanodico (10:0), 0,5mg em ImL de heptano, adicionou-se valores diferentes para as fragdes
de lipideos sendo, 500 pL para lipidios neutros e 300 pL para lipideos polares, depois
acrescenta-se 2 mL de tolueno e 3mL da mistura cloreto de acetila (8mL) em metanol (80
mL) 1:10, as amostras foram adicionados nitrogénio para retirada de oxigénio e a tampa dos
tubos sera vedada com parafilm. As amostras foram levadas a banho-maria 70°C por 2 horas,
em seguida adicionado 5 mL de carbonato de potassio 6% para separacdo das fases. A fase
superior foi retirada com auxilio de uma pipeta e transferida para outro tubo com sulfato de
sodio para certificar-se da retirada de qualquer residuo de adgua que pudesse ter ficado do
processo. As amostras, assim preparadas, foram acondicionadas em tubos para serem

injetadas no cromatégrafo.
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3.10 Analise de proteinas totais dos tecidos

Para a determinacdo do teor protéico total dos tecidos, foi utilizado o método de
Lowry et al., (1951) cujo principio ¢ enzimatico-colorimétrico e as proteinas determinadas
contra uma curva padrio de albumina bovina (Bovine serum albumine, Sigma). Esta
determinagdo era empregada apds precipitagdo e solubilizagdo das proteinas totais segundo

metodologia empregada por Milligan e Girard (1993).

3.11 Analise estatistica

Os valores de cada parametro e grupo avaliados foram comparados usando-se teste de
analise de variancia (One way- ANOVA), sendo possivel estabelecer a minima diferenca
significante, ou seja, a menor diferenga de média de amostras que deve ser tomada como
estatisticamente significativa para os dados que, no calculo de ANOVA revelaram-se com
diferencas estatisticas significantes. Para realizagdo das analises foi utilizado o programa
estatistico BioStat 3.0.

Para obtencao dos graficos de correlagdao os dados foram plotados no programa Excel.

As correlagdes serdo consideradas significativas quando o valor de P foi inferior a 0,05.

3.12 Calculos e atividades estimadas das dessaturases e alongase

Os indices dos acidos graxos foram calculados como se segue: monoinsaturado (MUFA),
Polinsaturado (PUFAs) n6 e n3 e total, propor¢do de insaturado/saurado (U/S) e o indice de
insaturacao (UI; a média do nimero de dupla ligagcdo por acido graxo multiplicado por 100).
Adicionalmente foram calculadas as atividades das enzimas Alongase, (AL), AS5-dessaturase
(D5), A6-dessaturase (D6), A9-dessaturase-C16 (D9-C16), A9-dessaturase-C18 (D9-C18)
através de adequadas proporgdes produto/precursor como segue: AL = 18:0/16:0; D5 =
20:4n6/20:3n6; D6 = 18:3n6/18:2n6; D9-C16 = 16:1/16:0 ¢ D9-C18 = 18:1n9/18:0.
(PETRIDOU et al., 2005).
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I. Separacao das fracoes protéicas por heterocoagulacao

eletrostatica em quitosana: Fase 1

4. Resultados e Discussao

4.1 Heterocoagulacao

Para se estudar as propriedades coacervativas da quitosana avaliou-se as seguintes
concentragdes 0,25, 0,75, 1,50 e 2,25 mg/mL. Foi observado maiores interacdes em relagdo a
formagao de complexo proteinas/quitosana em pHs a partir de 4,5 (figuras 2, 3, 5 ¢ 6). As
formagdes dos complexos eletrostaticos entre proteinas e quitosana se devem as cargas
i0nicas formadas nos diferentes pHs estudados (De VRIES, 2004). O pKa da quitosana ¢
aproximadamente 6,5, desta forma, em pH abaixo desse valor a quitosana apresenta-se
positivamente carregada ao longo de sua cadeia estrutural linear. Com o objetivo principal de
recuperar as principais proteinas insoliveis do soro de leite tais como: alfa-lactoalbumina
(15% do total presente no soro), beta-lactoglobumina (75%), albumina bovina (5%) e
caseinopeptideo (4%) todas as condi¢des aplicadas foram realizadas em pH abaixo do pKa da
quitosana, usando 4cido citrico como solvente para protona¢do dos amino-grupos.

A figura 2, mostra a porcentagem de proteinas totais recuperadas do complexo de
quitosana a 0,25 mg/mL nos pHs 3,0 a 6,0, obtidas em 100 mL de soro de leite. Observa-se
uma alta recuperagdo em pH 4,5 (74,4%). Casal et al., (2005) e Montilla et al., (2007)
obtiveram uma maior concentragdo em pH de 5,7 a 6,2 para recuperacdo de beta-
lactoglobumina (70%), utilizando uma concentragcdo similar. Esses resultados, por sua vez,
contrariam os encontrados nesse experimento onde obtivemos melhores concentragdes em pH

entre 4,5 ¢ 5,0.
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Figura 2: Efeito do pH na precipitacdo de proteinas totais do soro de leite por adicdo de 0,25mg/mL de
quitosana. Desvio padrdo dos valores (n=15). (*) Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas
entre os tratamentos (P<0,05).

Na concentracdo de 0,75 mg/mL de quitosana os resultados foram similares aqueles
observados na concentra¢do de 0,25mg/mL, sendo possivel recuperar as proteinas totais em
100 mL de soro de leite, em todos os pHSs utilizados. Entretanto, em pH 4,5 houve uma maior
relacdo precipitado/sobrenadante (81,2%) (figura 3), mostrando diferenca significativa
comparado aos demais pHs avaliados na relacdo precipitado/sobrenadante para todas as
concentragdes de quitosana utilizadas.

Dentre as concentragdes empregadas nesse experimento optou-se pela concentragao
0,75mg/mL de quitosana por apresentar melhor facilidade no manuseio do precipitado apos
centrifugacdo (melhor consisténcia), melhor relagdo proteinas/quitosana frente as
concentragdes 1,5mg/mL e 2,25mg/mL havendo diferenca significativa. Quando comparado
com a concentragdo de 0,25mg/mL, ndo houve diferenga significativa entre essas duas
concentragdes (p<0,05) (figura 7). Deste modo empregou-se essa concentracdo para

determinar a turbidez e o perfil eletroforético das amostras.
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Figura 3: Efeito do pH na precipitacdo de proteinas totais do soro de leite por adi¢do de 75mg/mL de quitosana.
Desvio padréo dos valores (n=15). (*) Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os
tratamentos (P<0.05).

Em pH 4,5 ou proximo de 5,0 ocorre um maximo de interacdo entre proteinas totais
em quitosana. Entre pH 4,5 e 5,0, coincide com o ponto isoelétrico da alfa-lactoalbumina (pl
= 4,7), da Albumina Bovina (pl = 4,75) e aproxima-se do pl da beta-Lactoglobulina (5,1).
Segundo Guzey e McClements(2006) a beta-Lactoglobulina em pH 6,0 possui 28 acidos
carboxilicos carregados negativamente onde os mesmos podem alternar as suas propriedades
de ionizacao dependendo do pH. Esses acidos carboxilicos estdo divididos em 16 acidos
glutdmicos (pKa=4,3) e 10 acidos aspartico (pKa= 3,7) por molécula de proteina.

Em pH 6,0 a solucdo de quitosana apresenta aproximadamente 65% dos amino-
grupos carregados positivamente com referencia ao grau de desacetilagdo (GD) que esta por
volta de 85%, nessa porcentagem, os amino-grupos apresentam pKa por volta de 6,5.

Em pH 4,5 a solucdo de quitosana (85% GD) apresenta alta densidade de carga
positiva que se aproxima, sugestivamente a 80% na concentracdo de 0,75mg/mL, enquanto
que a maioria das proteinas de interesse, no soro de leite, apresentam formas catidnicas e
zuiterionicas iguais, o que, possivelmente, poderia diminuir sua solubilidade e favorecer a
adsor¢ao em quitosana (VOET et al., 2004). Entretanto, também podemos inferir que em pH
entre 4,5 e 5,0 a porcentagem de cargas anidnicas dos grupos carboxilas terminais e
catidnicas dos grupos aminas das proteinas, se encontram similares, de modo que as formas
cationicas e zuiterionicas ndo permitem que os aminoacidos assumam, em meio aquoso a
forma neutra, contribuindo, desta forma, com a interagdo entre proteinas e quitosana.

Contudo, quando os grupos ionizaveis das proteinas se aproximam do seu ponto
isoelétrico estas cargas interagem com as cargas da quitosana formando um sistema de duas
fases (figura 4). Nesse sistema os dois componentes se encontram concentrados em uma
mesma fase. Essa reacdo se deve a formacao de um complexo eletrostatico insoltvel de

proteinas e polissacarideos cationico, que geralmente ¢ obtido em pH < pl, permitindo que
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esse complexo seja separado por decantacdo ou por forca centrifuga, da qual se obtém o
complexo precipitado.

A interagdo entre proteinas e polissacarideos e de complexo formado esté4 relacionado
a natureza do polissacarideo, como: massa molar; grau de desacetilagio e ou substitui¢ao
(GD/GS); acidez ou neutralidade, proporcao entre polissacarideos e proteina, e temperatura do

meio (GLICKSMAN, 1982, 1983; SAMMANT et al., 1993;).

Figura 4: Efeito do pH na formagdo do sistema de duas fases em solugdo de quitosana 0,75mg/mL e soro de leite
(1:1). Em a (pH 3,5), b (pH 4,0) e d (pH 5,0) podemos observar uma possivel interacdo homogénea estavel, em
que as proteinas e a quitosana apresentam co-soluveis. Em ¢ (pH 4,5), os componentes (proteinas/quitosana)
encontram-se em uma mesma fase.

Em relagdo as concentragdes de 1,50mg/mL e 2,25mg/mL, houve uma pequena
interagdo eletrostatica entre proteinas e quitosana (figuras 5 e 6) respectivamente. Nessas
concentragdes ocorre uma interacdo homogénea estavel, em que as proteinas € a quitosana
apresentam-se co-soliveis, podendo ocorrer ou ndo a intera¢do entre elas, ou seja, nao
interagem na solugdo ou apresentam-se como um complexo solivel em fun¢do do pH. Nesta
fase estdo envolvidas interagdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio. Além do mais, Bough
& Landes (1976) demonstraram que nessas concentragdes ocorre uma reestabilizacdo da
solucdo de quitosana que os autores tratam como um fendémeno comum, devido a sobre dose

de polimero.
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Figura 5: Efeito do pH na precipitagdo de proteinas totais do soro de leite por adigdo de 1,50mg/mL de
quitosana. Desvio padrdo dos valores (n=15). (*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas
entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 6: Efeito do pH na precipitagdo de proteinas totais do soro de leite por adigdo de 2,25mg/mL de
quitosana. Desvio padrdo dos valores (n=15). (*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas
entre os tratamentos (P<0,05).

Na concentragdo de 0,75mg/mL de quitosana em pH 4,5 comparado com as
concentragdes de quitosana 1,5mg/mL e 2,25mg/mL houve diferenca entre os grupos
(P<0,05) (figura 6). Em relacdo a concentragcdo 0,25mg/mL, ndo houve diferenca significativa
(P<0,05), contudo, optou-se por essa concentracdo de quitosana por apresentar melhor
facilidade do manuseio do precipitado apos a centrifugagdo (melhor consisténcia) para etapa

seguinte do experimento.
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Figura 7: Efeito do pH na precipitacdo de proteinas totais do soro de leite comparando todas as concentragdes
em fun¢do do pH 4,5. Desvio padrdo dos valores (n=15). (*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas
significativas entre os tratamentos (P<0,05).

% Proteinas totais

A turbidez presente no soro de leite esta relacionada com a presenca de altas
concentragdes de  proteinas e outras moléculas  eletricamente  carregadas
(MUKHOPADHYAY et al., 2003). Desta forma, podemos relacionar a redugdo da turbidez
do meio ao fato de haver uma interagdo dessas moléculas com a concentracdo de quitosana
influenciadas pelo pH do meio (GUZEY, 2006; BOUGH e LANDES, 1976; CASAL, 2005).

Foi observado um decréscimo de particulas em suspensdo a partir do pH 4,0 (87%) e
uma alta redu¢do da turbidez em pH 4,5 (95%) (figura 7), utilizando o tratamento contendo
0,75mg/mL de quitosana. Essa reducdo se deve a um fendmeno descrito por O’Melia (1972)
que propde que esse processo esta relacionado a diminui¢do do equilibrio de cargas, ou seja,
as cargas negativas dos coldides em suspensdo desestabilizam por influencia da neutralizacao
provocada pelas cargas positivas da quitosana. Esse fendmeno também se deve,
minimamente, a formagao de pontes de hidrogénio formada entre os componentes.

E muito importante salientar que, dependendo dos tipos de reagentes adicionados no
produto final, ndo se devem considerar apenas as propriedades do biopolimero como um todo,
mas todas as propriedades, possivelmente formadas, na jun¢do de todos os coloides, como a

natureza ¢ a for¢a de interagdo que existe na mistura dos dois.
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Figura 8: Efeito do pH na redugdo de turbidez do soro in natura em adigdo de 0,75mg/mL de quitosana. SIN
representa soro in natura com densidade 6tica (D.O) < 3,0.

A quitosana ¢ utilizada por muitos pesquisadores como um eficiente coagulante de
diferentes tipos de moléculas, sejam elas de interesse econdmico como algumas proteinas, na
purificagdo de agua, onde a mesma pode servir como um potente ligante de metais pesados
tais como, Pb*", Cu®" e Cd**, ou destinada a diminui¢io de BQO ou DBO de um determinado
efluente organico. Mulhopadhyay et al., (2003) utilizaram diversas concentragdes de
quitosana para desproteinizar o soro de leite com o objetivo de isolar a lactose. Os autores
obtiveram 99,89% da lactose, com alto grau de pureza, presente no soro de leite que foi retida
no sobrenadante apds tratamento com 0,30 mg/mL quitosana previamente dissolvidas em
acido acético. Em nosso experimento obtivemos um valor aproximado (99% n= 4)

empregando 0,75 mg/mL de quitosana.

4.2 Perfil eletroforético SDS-PAGE.

O perfil eletroforético do complexo obtido a partir da concentra¢do 0,75 mg/mL em
pH 4,5 estd demonstrada na figura 8. Observa-se que as proteinas de maior interesse
nutricional, tais como alfa-lactoalbumina (14Kd), beta-lactoglobumina (18Kd) e albumina
bovina (66Kd), como também caseinopeptideos (P-caseina 25Kd) foram precipitadas

empregando um unico perfil de pH e concentra¢dao de quitosana.
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Figura 9: Perfil eletroforético da concentracdo 0,75mg/mL em pH4,5. SDS-Page, em gel 12,5% de
poliacrilamida nas concentragdes 300, 200, 100 e 50ng de heterocoagulado (quitosana/proteinas). Padrdes: a-la=
alfa-lactoalbumina (14Kd), B-Lg= beta-Lactoglobumina (18Kd), B-ca= beta-caseina ¢ BSA= Albumina bovina
(66Kd).

A estrutura da beta-lactoglobulina possui um grupo tiol livre, onde esta permite a
interagdo associativa com proteinas hidrofébicas, e duas pontes de enxofre em seu centro. A
conformagdo da beta-lactoglobulina depende do pH do meio. Para valores de pH entre 5,2 e
6,7 (ponto isoelétrico) e a temperatura ambiente, a beta-lactoglobulina encontra-se em forma
de um dimero estavel, com peso molecular de 36,7 kDa. Entre pH na faixa de 3,5 ¢ 5,2, a
interagdo associativa entre os dimeros ocorre, formando um octmero de 147 kDa. Em pH
inferior a 3,5 as estruturas quaternarias dessa proteina sofrem uma repulsao eletrostatica muito
intensa, ocorrendo desta forma, uma dissociacao reversivel formando mondmeros a partir dos
dimeros (figura 9) (GROSCH, 1987; DUMAY e CHEFTEL, 1989).

A beta-lactoglobulina ndo sofre alteracdo em sua estrutura nativa quando a mesma ¢
influenciada por esse efeito de carga, mesmo em temperaturas igual ou superior a 80°C (DE
Wit, 1989), até pH 8,6. Para valores de pHs acima de 8,6, a proteina sofre desnaturacao
irreversivel (GROSCH, 1987; DUMAY e CHEFTEL, 1989), devido a alteragdes importantes
nas propriedades fisico-quimicas e a uma alteragdo conformacional nessa proteinas em pH

proximo de 7,5.
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Existem diferentes tipos de beta-lactoglobulina (A e B). A beta-lactoglobulina A difere
da variante B, por conter dois aminoacidos: aspartato-64 e valina-118. Estes aminoacidos sdao

substituidos na beta-lactoglobulina B, pela glicina e pela alanina. Ambas possuem residuos de

cisteinas.
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Figura 10: Variagdo da conformagao da beta-lactoglobulina em fungdo do pH. Adaptado de Rodrigues (1997).

A alfa-lactalbumina contém 8 grupos de cisteina, todos envolvidos em pontes S-S
internas e 4 residuos de triptofano. Tem uma estrutura secundaria ordenada e uma estrutura
terciaria esférica e compacta (GROSCH, citado por RODRIGUES, 1987).

A alfa-lactalbumina ¢ considerada uma metalo-proteina possuindo um atomo de célcio
que lhe permite a interacdo com outras proteinas, tendo por isso tendéncia a polimerizar. Se,
por exemplo, existir um grupo —SH livre em outra molécula (como por exemplo na beta-
lactoglobulina), este reage com uma das pontes S-S presente na alfa-lactalbumina, originando
assim uma associac¢ao de proteinas (CHEFTEL e LORIENT, 1982; MULVIHILL, 1994).

Em pH inferiores a 5,0 ocorre uma alteragdo na estrutura da proteina, onde o meio

2+
conduz a libertagdo do ion Ca (ANDREWS e VALEY, 1994, MULVIHILL, 1994),

promovendo uma desnaturacao reversivel € a um processo de agregacdo (DEWIT, 1989).
Com esses resultados podemos utilizar alguns conhecimentos técnicos e cientificos
previamente adquiridos e direcionar o projeto a uma escala industrial, sugerindo um estudo de

viabilidade econdmica do método, que por sua vez, possui baixo custo agregado comparado

aos métodos convencionais.
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II. Aplicacao do heterocoagulado na nutricio de camundongos

hipercolesterolémicos: Fase 2

5. Objetivos

Formular dietas hipercolesterolemiantes, com fontes protéicas constituidas de
heterocoagulado (quitosana/proteinas de soro de leite) e avaliar o efeito do heterocoagulado

quanto as propriedades hipolipidemiante.

6. Caracterizacao lipidica das dietas

Uma dieta hipercalérica caracteriza-se pelo alto teor de gordura nela contida. E de
fundamental importancia investigar as caracteristicas lipidicas das dietas bem como seu
comportamento frente ao perfil metabolico.

Determinar a razdo das concentragdes dos 4acidos graxos polinsaturado e
monoinsaturado/saturado (PUFA, MUFA/SFA) nas dietas se faz necessario, pois se o valor
desta razdo for alto, esta ¢ considerada benéfica a saude humana, uma vez que os (PUFAs)
possuem propriedades de estimular a redugdo nos niveis de colesterdis plasmaticos. Aguila e
col. (2002) relatam que os (MUFAs) também possuem propriedades de reduzir os teores de
lipidios séricos. Assim sendo, a razio (PUFA/MUFA)/SFA ¢ considerada indicadora
potencial da relagdo dos lipidios dietario frente aos séricos proporcionando beneficios 4 saude
dos organismos.

Muitos estudos indicam que, separadamente, tanto dietas contendo quitosana como as
proteinas do soro, possuem mecanismos de reduzir e regular a absorc¢ao e o controle da sintese
lipidica, proporcionando uma grande contribui¢do na diminui¢do no perfil dos componentes
lipidicos aterogénicos presentes na dieta.

Na Tabela 4 encontra-se a composi¢do dos acidos graxos das dietas Hcol, PSQHcol e

Necal.
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Podemos observar uma porcentagem relativamente maior de (SFA) nas dietas Hcol e
PSQHcol quando comparado a Ncal.

Nas andlises da composi¢do dos acidos graxos das dietas, podemos observar maiores
concentragdes dos acidos graxos palmitico (C16:0), oléico (C18:1) e 4cido linoléico (18:2n6).
Dietas das quais as maiores fragdes sao os acidos graxos saturados, deixam os quilomicrons
mais rigidos, podendo inibir a ligagdo da apo E o que consequentemente ird comprometer o
seu reconhecimento pelos receptores hepaticos, levando a um comprometimento do
mecanismo lipolitico via lipase lipoprotéica devido a essa rigidez. Contudo, esse
comprometimento eleva os produtos de influencia primarios para o favorecimento do aumento
nos niveis plasmaticos do colesterol em animais ¢ humanos (JANSEN, et al.,1998).

Dos acidos graxos considerados hipercolesterolémicos, somente o C14:0, C15:0,

C16:0 e 0 C17:0 ocorrem nas trés dietas.
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Tabela 4: Composicao de acidos graxos das dietas (%) formuladas.

Acidos graxos Hcol PSQHcol Ncal.
C14:0 1,205 1,44 0,048
C15:0 0,06 0,079 0,028
C15:1 - - 0,019
Cl16:0 23,524 26,12 9,736
Cleé:1 2,21 2,234 0,116
C17:0 0,318 0,262 0,031
C17:1 0,268 0,24 0,043
C18:0 1,376 1,367 3,164
C18:1 20,807 20,931 24,999
C18:2n6 48,686 46,123 54,683
C18:3n6 0,068 0,073 0,084
C18:3n3 0,502 - 4,524
C20:0 0,441 - 0,559
C20:1 0,07 0,439 0,446
C20:2n6 0,198 0,355 0,072
C20:3n6 - 0,065 0,025
C20:4n6 - 0,144 0,038
C20:4n3 0,053 - 0,011
C22:0 0,04 0,055 0,656
C22:1 0,198
C22:2n6 0,028 0,009 0,042
C22:4n6 0,074 0,003 0,096
C22:4n3 - - 0,02
C22:5n3 0,032 - 0,031
C24:0 0,001 0,003 0,027
C22:6n3 0,021 0,057 0,303
SFA 26,965 29,326 14,249
MUFA 23,355 23,844 25,821
PUFA 49,662 46,829 59,929
PUFA n3 0,576 0,057 4,858
PUFA n6 49,054 46,772 55,04

(-) acidos graxos nao detectados pelo cromatografo.
Dietas: PSQHcol - proteinas do soro de leite/quitosana hipercolesterolémiante; Hcol — caseina controle
hipercolesterolémiante; Ncal — Normocalérica convencional (Nuvotal CR-1).

O perfil de acidos graxos das dietas contendo a banha de porco ndo esta de acordo com
os resultados reportados por Suzuki at al., (1985), Chen et al., (1995) Neilsen et al (1995) e
Takeuchi et al., (1995), no qual os autores encontraram propor¢des de (PUFA/MUFA)/SFA)

correspondendo (14,68/40,08)/45,05%, valores diferentes aos encontrados nesse experimento,
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correspondendo a (49,66/23,35)/26,96% para Hcol e (46,82/23,84)/29,32% para PSQHcol.
Uma explicagdao para tal fato € que os autores determinaram o perfil desses acidos graxos
diretamente da fonte lipidica, antes da juncdo dos outros componentes da dieta, podendo os
mesmo, acredito, ter tido interpretacdes erroneas. Podemos sugerir isso, pois no processo em
si, ha perda significativa de acidos graxos por decorréncia da temperatura que a dieta ¢
submetida a secagem.

Além do mais, a composi¢do em d4cidos graxos de uma gordura depende
essencialmente da fonte utilizada, como também de variacdes que a mesma ¢ submetida.
Devido a fatores climaticos, dietarios, variedades e técnica de processamento, a dieta pode
apresentar perdas significativas em suas fragdes lipidicas alterando, desta forma, a

composi¢ado final na racao.

Perfil alimentar e nutricional

No periodo de quatro semanas foram monitorados o consumo alimentar e o ganho de
peso entre os grupos (tabela 5). Dos grupos que foram administrados dietas
hipercolesterolemiantes, somente Hcol apresentou evolugdo corporea significativa, ou seja,
maior ganho de peso (A 13,8%) seguido do Ncal (A 4,61%). Os animais dos grupos Hcol e
Ncal apresentaram estatisticamente maiores valores em relacdo a evolucao corpérea quando
comparados aos animais PSQHcol que tiveram perda de peso significativo (A -20% p<0,05).

Em relacdo ao consumo alimentar, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
apesar de o grupo PSQHcol apresentar maior consumo bruto da dieta, contudo ndo houve uma
reducdo no consumo alimentar dos grupos Hcol e PSQHcol, fato contraditério do esperado,
pois € habitual ocorrer, em camundongos normais, uma redug¢do no consumo alimentar com
administracao de dietas hipercaldricas, sugerindo desta forma, um aumento da saciedade,
ocasionada pela elevacdo nos niveis de metabolicos plasmaticos como glicose, triacilglicerol e

colesterol, provenientes das dietas.
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Tabela 5: Peso inicial (PI), peso final (PF), delta da massa corporal e ingestdo protéica (IP)l para grupos de
camundongos alimentados com caseina hipercolesterolemiante (Hcol), heterocoagulado (quitosana/proteinas do
soro) hipercolesterolemiante (PSQHcol) ¢ normocaloérica (Nuvilab CR-1) comercial.

Grupos Consumo alimentar (g) PI (g) PF (g) A% IP (g)

Hcol 601,21 £4,23* 34,72 £3,32" 39,96+2,49" 13,8 +10,65" 84,16+0,59"
PSQHcol 644,73 + 437" 33,6+ 1,15 27,65+ 1,00° -20,42 +4,62° 90,26+0,61°
Ncal 623,44 £ 4,12% 35,97 +4,35" 3885+3,31" 461+17,18" 87,28+0,57"

Valores médios de 6 animais por grupo + desvio padrio.
b 1 tras diferentes na mesma coluna indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
*(Delta (A%) =[(PF — P1/ PI) x 100)]

8. Parametros bioquimicos

Neste trabalho foram estabelecidos alguns parametros fisioldgicos e bioquimicos de
camundongos normais. A analise dos dados aponta pequenas variagdes individuais. Contudo,
as maiores partes dos dados obtidos corroboram com os dados da literatura (DANTAS et al.,
2007), enquanto outros apresentaram diferencas significativas. No entanto, alguns dados
foram comparados apenas entre os grupos avaliados neste trabalho por apresentar valores
abaixo dos encontrados na literatura.

E importante salientar que a quantidade da fonte lipidica (banha de porco) oferecida
para os grupos Hcol e PSQHcol foi crucial quanto a determinagdo plasmatica e tecidual de
todos os parametros e avaliagdo dos perfis lipidicos.

A Figura 11 apresenta os teores lipidicos plasmaticos dos animais. O perfil lipidico
total plasmatico (LTP) de Hcol apresentou a maior concentracdao (385mg/dL), ou seja, 63% a
mais comparado a Ncal, enquanto que PSQHcol apresentou um aumento de somente 7% da
LTP.

As fracdes triglicérides (TG) de todos os animais mostraram teores abaixo de
30mg/dL. Houve hipertrigliceridémia no grupo Hcol se comparado a PSQHcol e Ncal
apresentando um teor equivalente a 153% a mais frente a Ncal contra a somente 49% em
PSQHcol.

Como estdo representadas na Tabela 4, somente as dietas Hcol e PSQHcol
apresentaram altas porcentagens de (SFA) (>26%). Entretanto, elevadas porcentagens de
(SFA) promovem aumentos significativos nos niveis de colesterdis e triglicérides plasmaticos
podem ser acentuados pela presenga do acido palmitico (C16:0) e por acidos graxos com

cadeia carbonica menor que C16.
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Em relagdo ao colesterol total plasmatico (CTP), foi observado nos camundongos
alimentados com Hcol, um teor de 218%, ou seja, 3 vezes maior se comparado com Ncal,
sugerindo que houve hipercolesterolemia. Em contrapartida, ndo foi observado um aumento
significativo nos niveis de CTP nos camundongos alimentados com PSQHcol. Os teores se
mantiveram préximos dos niveis considerados normais.

A dieta PSQHcol apresentou importantes propriedades anticolesterolemiantes,
proporcionando um controle nos niveis de colesterol total. Dantas et al., (2007) determinaram
como referéncia para ratos normais, uma concentracdo de CTP de 87 mg/dL, Haraguchi et al.,

(2007) de 81mg/dL e Almeida et al., (2002), 84mg/dL.
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Figura 11: Média = desvio padrao N=6. Efeito da dieta no perfil lipidico plasmatico em camundongos (mg/dL).
Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do
soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

LTP - lipidios totais plasmatico; TG — triglicérides; CTP — colesterol total plasmatico; LDL — lipoproteinas de
baixa densidade; HDL — lipoproteina de alta densidade.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

Conforme mostrado anteriormente, houve um aumento significativo do CTP do grupo

alimentado com dieta Hcol. Deste modo, ao analisarmos o perfil sérico dos componentes
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aterogénicos plasmaticos, podemos observar que este aumento estd relacionado aos niveis
elevados das fracoes de LDL (Figura 10). Possivelmente o principal motivo seja um
desequilibrio na relacdo da taxa de produgdo e remocao dessas fragdes provocada pela dieta
hipercolesterolémica levando o grupo Hcol atingir elevados indices de valores plasmaticos
dessa fragdo (124,62mg/dL), seguido de PSQHcol que obteve 38,89 ¢ Ncal 39,14mg/dL.

Haraguchi (2006) observou que dietas hipercolesterolémicas contendo concentrados
de proteinas do soro (14 %) ndo foram capazes de reduzir o colesterol endégeno em ratos,
corroborando com os resultados obtidos por Zhang & Beynen, (1993), quando estes
utilizaram uma concentragdo de proteinas do soro similar (15 %). Entretanto, se essa
concentragdo for aumentada (30 %), ha um efeito significativo na redug¢do do colesterol
plasmatico (Zhang & Beynen, 1993).Haraguchi et al (2006) obteve somente uma reducdo de
27% da concentracdo total de colesterol, por outro lado, a mesma dieta, de alguma maneira
aumentou em 75% os niveis de triglicérides plasmaticos no grupo experimental.

Nagaoka et al (2001) empregaram 20% de proteina beta-lactoglobulina hidrolisada,
como Unica fonte protéica, em dietas hipercolesterolémicas e obtiveram uma redugao de 19 %

do colesterol plasmético e 24% da fragdo LDL.

Tabela 6: Comparagdo entre as dietas hipercolesterolémicas contendo quitosana (Q) V. proteinas do soro (W) de
diferentes autores.

Reducio (%)

Autores (% em 100g de dieta) CTP LDL TG
De Souza (2009) (2,2% Q e 14% W) 71% 97% 112%
Haraguchi et al (2007) (14% W) 27% - 0%
Hossain et al (2007) (2% Q) 24% 35% 13%
Nagaoka et al (2001) (20% LH) 19% 24% -
Zhang & Beynen (1992) (30% W) 47% 8% 43%
Sugano et al (1980) (5% Q) 30% - 0%
Sugano et al (1980) (10% Q) 60% - 0%

(-) analise ndo realizada pelos autores
(0 %) representa um aumento da concentra¢ao

Sugano et al., (1980) avaliaram o papel da quitosana em dietas hipercolesterolémicas

administradas em ratos machos e, demonstraram que a adi¢do de 5% de quitosana resulta
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numa redu¢do de 30% do colesterol plasmatico sem influenciar o consumo alimentar e o
crescimento. Se o teor de quitosana for aumentado para 10 %, o colesterol ¢ reduzido em 60
%, porém ha um efeito negativo sobre o crescimento dos animais. Koid et al., (1998)
determinam que dietas contendo quitosana devem conter de 2 a 5% deste biopolimero.

Hossain et al (2007) adicionaram 2 % de quitosana em sua dieta hipercolesterolémica
e observaram uma reducdo de 24 % do colesterol plasmatico, 35% LDL e 13% nas
triglicérides.

O presente estudo avaliou o efeito da associacdo da quitosana, empregada como
método de separacdo, e do heterocoagulado para adigdo em dietas hipercolesterolémicas. A
administracdo de 14 % do heterocoagulado em dietas de camundongos Swiss resultou na
reducdo de 71 % do colesterol plasmatico, 97 % do LDL e 112% de triglicérides.
Aparentemente hd um efeito somatorio da quitosana e das proteinas do soro sobre essas
fragoes lipidicas conferindo a esse heterocoagulado uma eficiéncia de 2 vezes mais quando
comparados aos dados até agora foram encontrados na literatura.

A dieta PSQHcol ndo afetou significativamente nas fracdes de HDL (11,84mg/dL)
quando comparado a Ncal (19,48mg/dL). Sautier et al., (1983) demonstraram que dietas com
proteinas do soro promovem reducgdo no colesterol total que, por sua vez, também reduz as
fracoes de HDL. Em relagdo a dieta Heol, esta mostrou uma tendéncia de aumentar sua fragao
de HDL (24,99mg/dL), em funcdo, possivelmente, de um elevado nivel de colesterol nos
tecidos.

Os teores lipidicos do figado, musculo e tecido adiposo sdo sensiveis ao tipo de lipidio
da dieta (Figura 12). Entretanto, essa sensibilidade s6 foi observada no EPI de Hcol, havendo
um aumento significativo na concentra¢do desse tecido (81%) quando comparado ao Ncal.
Contudo, percebe-se uma tendéncia inversa das concentragdes lipidicas plasmaticas em
relacdo as hepaticas. Uma vez que as proteinas do soro aceleram a metabolizagdo dos acidos
graxos no figado ao mesmo tempo diminui os niveis das fragdes aterogénicas, levando a idéia
de que havia, naquele momento, altas taxas de oxidac¢ao lipidica.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos amostrados quanto as concentragdes

lipidicas hepaticas e musculares.
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Figura 12: Média + desvio padrdo N=6. Efeito da dieta no perfil lipidico tecidual em camundongos. Hcol - dieta
com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro)
hipercolesterolemiante ¢ Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.Lipidios totais do figado (FIG),
musculo gastrocnémio(GAST) e tecido adiposo branco epididimal (EPI).

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

Os resultados demonstrados acima indicam que a dieta contendo o heterocoagulado
(quitosana/proteinas) presente na dieta hipercolesterolémica, amenizou significativamente o
perfil dos lipidios aterogénicos. Observamos um efeito positivo quando se trata perda de
massa corporal, que por sua vez foi mais proeminente no grupo PSHCol. Animais adultos tém
maior tendéncia a um descontrole no ganho de massa gorda quando os mesmos sao
submetidos a dietas hipercolesterolémicas. Entretanto, dietas contendo quitosana e proteinas
do soro isoladas da lactose e outros componentes presentes no soro do leite, contribuem para a
manutencao do peso.

Muitos estudos tém demonstrado que dietas contendo quitosana como agente redutor
de sobrepeso (HOSSAIN et al., 2006), ainda permanece inconsistente. Por exemplo, Ho et
al., (2001) relataram que dietas contendo quitosana nido possuem efeitos sobre a redugdo de
sobrepeso, bem como na diminui¢do significativa da obesidade. Entretanto, os resultados
obtidos nesse experimento indicam que dietas contendo, ndo somente quitosana, mas esse
biopolimero quimicamente ligado as proteinas do soro, mostra um efeito significativo frente

a reducdo de massa corpérea mesmo em dietas hipercolesterolémicas.
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A adicdo de 2% de colesterol na dieta basal dos camundongos mostrou
hipercolesterolemia somente nos grupos com dieta Hcol. Na dieta contendo o
heterocoagulado, podemos sugerir que este foi crucial na redu¢do nos niveis do colesterol
plasmatico em PSQHcol. Nunthanid et al., (2004) descreve essa atividade de modo que, a
quitosana, em pH acido do estdmago induz a protonagdo dos seus grupos aminas, deste modo,
uma vez no intestino, essa caracteristica policationica sofre uma interacao eletrostatica e se
liga fortemente a moléculas negativamente carregadas, dita colesterol e acidos biliares.
Contudo essas moléculas sdo secretadas nas fezes.

Muitos trabalhos apontam resultados consistentes frente a redugdo nos niveis de
colesterol plasmatico apds a ingestdo de quitosana. Esses resultados foram sustentados por
Deuchi et al., (1994) aplicados em ratos, por Ormrod et al., (1998) aplicados em
camundongos e por Bokura et al., (2003) aplicados em humanos.

Em adig¢do a esse potencial hipocolesterolémico da quitosana, as proteinas do soro,
podem oferecer uma vantagem desejavel na composi¢ao corporal além de promoverem um
decréscimo de massa magra corporal. As proteinas do soro possuem diferentes vias pelas
quais demonstram exercer um significativo decréscimo nas atividades das enzimas
lipogénicas hepaticas, além de reduzirem a expressdo dessas enzimas com exce¢do do acido
graxo sintase (MORIFUJI et al., 2005). Estudos recentes mostram que, dietas contendo
minerais e Ca™', promovem uma significativa diminuicdo nos depositos de gordura e acelera a
perda lipidica. Vérios trabalhos tém mostrado que as proteinas do soro favorecem esse
processo por mecanismos associados ao calcio, presente nas proteinas do soro de leite, e pela
interacdo de seus BCAA que constituem essas proteinas (ZEMEL et al., 2000).

Um mecanismo proposto por Zemel et al., (2000) esta demonstrado na figura 13.

O mecanismo fisiolégico, em conseqiiéncia do alto consumo de Ca'" da dieta, diminui
os estoques de lipidios nos adipdcitos e ratos obsesos e humanos. Esses dados demonstram
que os horménios calcitropicos (Ex: horménios da paratiredide e 1,25-(OH)* — D) os quais
respondem a baixa concentragio de Ca' dietético, promovem o deposito de lipidios nos
tecidos adiposos. A supressdo desses hormonios ocorre via altas concentragdes de Ca'" da

dieta inibindo a lipogénese.
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Figura 13: Inibigdo da lipogénese nos adipécitos por Calcio. Modificado de Zemel et al., (2000)

Os hormdnios calcitropicos estimulam o influxo e, consequentemente desencadeia um
aumento intracelular da lipogénese mediada pelo Ca" . O célcio foi recentemente identificado
como um regular chave no metabolismo lipidicos nos adipocitos, com o aumento intracelular
de célcio ocorre um aumento na expressdo do gene lipogénico acarretando a lipogénese e a
diminuigdo da lipdlise. A supressio desses hormonios calcitropicos pelo aumento do Ca'™
dietario, resulta na inibi¢do da lipogéneses, contudo, ocorre a lipdlise e a mobilizagdo dos
lipidios.

Uma outra suposi¢do seria que a proteina de maior fracdo (beta-lactoglobulina),
quando ¢ quebrada, libera peptideos bioativvos. Nagaoka et al., (2001) identificou pela
primeira vez os peptideos provenientes da quebra da beta-lactoglobulina que esta envolvida
no processo de reducdo do colesterol endogeno. Neste trabalho o autor observou uma alta
secrecdo de esterdides total nas fezes dos ratos alimentados com beta-lactoglobulina
hidrolizada, no qual sustenta a hipotese de que esses peptideos possuem uma alta capacidade
de ligacdo nos acidos biliares impedindo sua reabsor¢do no ilio, e, desta forma, reduzir o

colesterol plasmatico. Podemos sugerir, entdo que a eliminagdo do colesterol e acido biliar nas
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fezes desses animais forcaria o figado a converter mais colesterol plasmatico em acidos
biliares. Consequentemente a diminuicao sérica de colesterol induz a sintese de receptores de
LDL.

A Figura 14 mostra que a composi¢do da dieta nao influencia significativamente as
massas do figado e tecido muscular dos animais. No entanto, a massa do tecido adiposo
epididimal (EPI) apresentou diferenga significativa para o grupo Hcol, no qual houve uma
imobilizagao de 1,50g, ou seja, quatro vezes mais comparado a média dos grupos PSQHcol e

Necal (0,36g).
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Figura 14: Média + desvio padrao N=3. Efeito da dieta no peso relativo tecidual em camundongos. Hcol - dieta
com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com coaservado (quitosana/proteinas do soro)
hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocaldrica (Nuvilab CR-1) comercial. Figado (FIG), musculo
gastrocnémio(GAST) e tecido adiposo branco epididimal (EPI).

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

As concentragdes de proteinas totais do FIG e GAST estdo apresentadas na Tabela 7.
Pode-se observar uma diferenga significativa em relagdo as concentragdes protéicas do GAST
de PSQHcol, o qual apresentou um aumento de 33% maior frente a média dos grupos
controle. Enquanto que a concentra¢do protéica no FIG proporcionou, significativamente,
menores valores de proteinas totais mobilizadas.

Essas diferencas encontradas entre as concentracdes de proteinas hepaticas e
musculares em PSQHcol, sugere que o FIG ndo exerce um eficiente mobilizador das proteinas
sintetizadas a partir dos aminoacidos provenientes das proteinas do soro, enquanto que o

GAST armazena boa parte dos produtos provenientes do figado. Esse comportamento
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metabodlico gira em torno do conceito proposto por Boire et al., (1997), no qual descreve
sobre proteinas de alta e de baixa obsor¢ao intestinal tais como proteinas do soro e a caseina
respectivamente. Hall et al., (2002) corroborou tal conceito confirmando que a caseina, como
proteina coagulante, uma vez no intestino, exerce menor esvaziamento intestinal
proporcionando uma baixa concentra¢ao plasmatica na excursao pos-prandial de aminoacidos.
As proteinas do soro comparadas a caseina, possuem comportamento ndo coagulante no
intestino, resultando em uma alta concentragcdo plasmatica de aminodcidos que a disponibiliza
como um eficiente substrato anabdlico muscular.

Tal fato também se deve as BCAA, presentes no soro em concentracdes
significativamente altas, nas quais possuem importante papel na sintese global de proteinas
(ANTHONY et al., 2001). Entretanto, tudo indica que as proteinas sintetizadas no FIG sédo

imediatamente translocadas para os musculos e outros tecidos no grupo PSQHcol.

Tabela 7: Média + desvio padrio N=3. Efeito da dieta na concentragdo protéica do figado e musculo
gastrocnémio (mg/g), em camundongos. Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com
heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab
CR-1) comercial. Figado (FIG), muasculo gastrocnémio(GAST).

Hcol PSQHcol Ncal
FIG 103,99+7,44%* 65,92+1,99 " 106,9249,08*
GAST 89,45+8.30 " 107,76+6,43%%* 74,3945,42%

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

As proteinas do soro exercem um importante papel por influenciar o anabolismo
muscular. Bos et al., (2000) e Dillar et al., (2002), sugeriram um mecanismo associado as
BCAA, principalmente devido ao papel da leucina, que se encontra em abundéancia nas
proteinas do soro, ¢ estimula o metabolismo protéico. Esses autores determinaram que a
leucina age como um importante sinalizador na rota de iniciagdo traducional na sintese de
proteinas no musculo esquelético.

Na Figura 15 podemos observar que nao houve diferenga significativa entre os grupos
para a concentracdo de glicose, levando a crer que a dieta contendo o heterocoagulado nao
exerceu influéncia sobre esse parametro. Este resultado refuta os resultados da literatura, pois
as proteinas do soro sdo conhecidas por induzir um aumento nos niveis de glicose plasmatica

e também aumentar a eficiéncia da gliconeogénese. Este aumento se deve a composi¢ao dos
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aminoacidos nas fragdes protéicas que sdo constituidas principalmente dos aminodcidos

sulfurados, metionina e cistina, assim como os BCAA (BLASUBRAMANYAM et al., 1999).
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Figura 15: Média + desvio padrao N=3. Efeito da dieta sobre a glicemia ap6s 16h de jejum em camundongos.
Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do
soro) hipercolesterolemiante ¢ Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial. Figado (FIG), musculo
gastrocnémio(GAST) e tecido adiposo branco epididimal (EPI).

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

O aumento das fragoes de BCAA nas células musculares favorece sua transaminagao,
com consequente sintese dos aminoacidos alanina e glutamina. Nas células hepaticas, esses
aminoacidos sdo empregados como fontes de carbono para a gliconeogénese hepatica via
ciclo alanina-glicose (AHLBORG et al., 1974, BLASUBRAMANYAM et al., 1999).
Considerando que a concentragdo de glicose mensurada reflete uma condi¢do de jejum
prolongado (16 h), os dados sugerem que todas as dietas forneceram substratos suficientes

para manter a homeostase glicEémica desses animais durante o jejum prolongado.

9. Perfil de acidos graxos neutros e polares

A determinagdo do perfil de acidos graxos dos tecidos adiposo, muscular e figado,
permitiu investigar a porcentagem de acido graxo e consequentemente avaliar os principais
agrupamentos tais como, acidos graxos saturado (SFA), monoinsaturados (MUFA),

polinsaturados das familias n3 (PUFA/n3) e n6 (PUFA/n6), das por¢des neutras (triglicérides)
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e polares dos grupos experimentais. Em adigdo a essas analises empregaram-se dois
parametros para se mensurar o grau de insaturagdo, a razao insaturado e saturado (U/S) e o
indice de insaturagdo (UI). Este ultimo ¢ uma forma de avaliar igualmente o perfil de acidos
graxos insaturados considerando o grau de insaturacdo de cada um. Esses dois parametros
indicam diferentes imagens de insaturagdo sintetizados em alguns casos.

Os lipidios polares, principalmente os fosfolipidios, atuam basicamente como
componentes estruturais, responsaveis pela manutengdo da fluidez das membranas celulares
atuando como um eficiente componente associado & varios fenomenos regulatérios celulares,
enquanto os neutros atuam como fornecedores de energia.

O perfil de 4acidos graxos do tecido adiposo epididimal (EPI), do musculo
gastrocnémio (GAST) e do figado (FIG), como também a razdo 4cidos graxos
insaturados/saturados (U/S) e o indice de insaturacdo (UI) estdo representados nas Tabelas 8,
9 e 10 respectivamente.

Na fragao neutra (triglicérides) dos acidos graxos presente no EPI (Tabela 8), observa-
se uma concentragdo relativamente maior de (SFA) em Hcol. Destes, o 4cido palmitico
(C16:0) aparece em maior quantidade em todos os grupos. Entretanto, houve uma maior
deposicao desse (SFA) em Hcol (14,83%) frente aos outros grupos.

Para o grupo dos (MUFAs) foram encontrados, significativamente, maiores
concentragdes em PSQHcol (50,84%), desses, somente o 4cido graxo oléico (C18:1) apareceu
em maior concentracdo em todos os grupos. Contudo, essa concentragdo foi significativa
somente para PSQHcol (50,84%).

Na familia dos (PUFAs), somente o acido linoléico (C18:2n6) atingiu altas
concentragdes em todos os grupos, sendo este significativo em Ncal (41,25%) frente a 29,55%
Hcol e 28,68% PSQHcol. Com base nessas informagdes, podemos inferir que no grupo
PSQHcol apresenta tendéncia em diminuir a razdo (saturado/MUFAs), levando o mesmo a
uma razao U/S a 12% maior frente aos grupos controles. Analisando o Ul, podemos observar
uma porcentagem significativamente maior em Ncal (128,97%), seguido de PSQHcol que
possui uma tendéncia em aumentar esse valor.

Em relagdo a fracdo trigliceridémica do musculo gastrocnémio (Tabela 9), e figado
(Tabela 10) apresentaram um mesmo aspecto tendencioso encontrado no tecido adiposo, no
qual as concentragdes foram relativamente maiores de (SFA) em Hcol e menores em
PSQHcol e Ncal. Tendo em vista o (SFA) em maior concentracio destaca-se C16:0 em todos
os grupos, ndo havendo diferenga significativa no GAST, apesar de haver menor concentragao

desse acido graxo em PSQHcol e Ncal. Entretanto, no figado, houve uma porcentagem
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significativamente maior na deposicdo de (SFA) nos grupos Hcol (18%) frente aos outros
grupos. Destaca-se o fato de que o acido palmitico se manteve nas mesmas propor¢des em
todos os tecidos do grupo alimentado com a dieta PSQHcol.

Dos acidos graxos monoinsaturados (MUFAs), também destaca-se o oléico (C18:1), o
qual foi encontrado em concentragdes significativamente maiores nos grupos PSQHcol
(52,44% GAST e 43,03% FIG).

Quanto aos (PUFAs), conforme esperado, se destaca somente o 4cido linoléico
(C18:2n6), o qual, alcancou altos teores em todos os grupos em ambos os tecidos (GAST e
FIG) mostrando significancia somente para os grupos Ncal (34,87 e 37,65) respectivamente.

Podemos observar nos tecidos GAST e FIG uma razdo U/S relativamente maior em
PSQHcol em relagdo aos grupos controle. O indice de insaturac¢do, no grupo Ncal apresentou-
se significativamente maiores em fun¢ao das altas taxas de (PUFAs).

Neste estudo, utilizamos dois métodos para se determinar o grau de insaturagdo de
todos os grupos de acidos graxos identificados, o indice de insaturacao (UI) e a propor¢ao de
insaturados/saturados. Esses dois indices produzem diferentes imagens de insaturacdo nos
mesmos casos. Por exemplo, o IU, das triglicérides do GAST e EPI foram aproximadamente
semelhantes nos grupos Hcol ¢ PSQHcol, sendo este ultimo relativamente maior em Ncal
(126%).

Enquanto a U/S, PSQHcol apresentou uma maior relagdo, entretanto, podemos inferir
que esse grupo possui em seu perfil um maior grau de insaturados constituindo sua reserva de
triglicérides. Diferentemente do que ocorre no tecido hepatico, onde € possivel observar que
Hcol e Ncal apresentam UI parecidos, mas quando se trata de U/S, PSQHcol apresenta uma

razdo de 23% maior que a média dos grupos controles em seu perfil.



62

Tabela 8: Tabela 8: Distribuicdo das concentracdes percentual de 4cidos graxos neutros individuais, como
também o indice de insaturagdo no tecido adiposo epididimal (EPI) nos grupos Hcol - dieta com caseina
hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com  heterocoagulado  (quitosana/proteinas do  soro)
hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

EPI Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,54 +0,03 0,37 +0,04 0,48 +0,05
C16:0 14,83 +1,37 10,87 +1,07 13,49 +1,03
Cl6:1 4,19 +0,21 1,85 +0,08 3,55 +0,54
C17:0 0,16 +0,02 0,17 +0,01 0,13 +0,01
Cl17:1 0,26 +0,03 0,17 +0,01 0,17 +0,00
C18:0 1,99 +0,03 3,43 +0,38 1,96 +0,36
C18:1 46,35*  +£1,17 50,84** +1,52 35,20%* +0,82
C18:2n6t 29,55*%  £1,56 28,68* +1,35 41,25%* +0,91
C18:3n6 0,11 +0,01 0,10 +0,01 - -
C18:3n3 1,19 +0,03 0,72 +0,09 1,52 +0,18
C18:4n3 - - 0,12 +0,01 - -
C20:0 - - 0,15 +0,01 0,22 +0,06
C20:1 0,80 +0,02 1,58 +0,08 1,37 +0,21
C20:2n6 0,37 +0,03 0,61 +0,01 0,22 +0,04
C20:3n6 0,13 +0,01 0,14 +0,01 0,16 +0,01
C20:4n6 0,23 +0,02 0,22 +0,02 0,17 +0,02
C20:5n3 0,12 +0,01 - - - -
Total 100 100 100

SFA 16,86 +0,82 14,98 +1,17 16,28 +0,66
MUFA 51,61 +1,07 54,44 +1,49 40,29 +0,94
PUFA 31,54%  £1,60 30,52* +1,24 43,33** +0,85
PUFA/n6 30,31  £1,57 29,68* +1,30 41,81** +0,95
PUFA/n3 1,23 +0,07 0,84 +0,09 1,52 +0,18
U/S 4,96 +0,573 5,76 +0,295 5,16 +0,261
Ul 116,62% 2,454 117,06* +1,865 128,97**  +1,114

Meédia + desvio padrao N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — acidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; Ul — indice de insaturago (a média do numero de dupla ligacdo por acido graxo x 100).
(-) —ndo detectado.
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Tabela 9: Distribui¢@o das concentra¢des percentual de acidos graxos neutros individuais, como também o indice
de insaturagdo musculo gastrocnémio (GAST) nos grupos Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante;
PSQHcol —dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta
normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

GAST Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,65 +0,01 0,47 +0,09 0,94 +0,06
Cl4:1 - - 0,47 +0,1 0,22 +0,08
C16:0 12,60  +0,59 10,53 +0,80 12,54 +0,44
Cle6:1 5,59 +1,08 2,65 +0,37 10,50 +2.,47
C17:0 0,13 +0,01 0,17 +0,01 0,11 +0,01
C17:1 0,24 +0,01 0,17 +0,01 0,23 +0,04
C18:0 2,19 +0,19 3,35 +0,64 1,44 +0,12
C18:1 49,28*  +0,06 52,44%* +0,80 33,95% +1,28
C18:2n6t 26,95*%  +0,90 25,05%* +0,10 34, 87** +1,45
C18:3n3 0,80 +0,06 0,72 +0,07 1,34 +0,01
C18:4n3 - - 0,16 +0,02 - -
C20:0 - - 0,13 +0,00 0,13 +0,01
C20:1 0,95 +0,14 1,05 +0,14 0,84 +0,26
C20:2n6 0,41 +0,04 0,49 +0,04 0,14 +0,01
C20:3n6 0,09 +0,01 0,13 +0,01 0,15 +0,08
C20:4n6 0,18 +0,03 0,27 +0,07 0,50 +0,23
C20:5n3 0,13 +0,02 0,15 +0,02 - -
C22:2n6 0,14 +0,01 0,12 +0,04 0,34 +0,16
C22:4n6 - - - - 0,56 +0,02
C22:5n3 - - - - 0,34 +0,13
C22:6n3 - - 0,64 +0,05 0,12 +0,02
Total 100 100 100

SFA 15,44  +0,68 14,44 +1,45 15,19 +0,48
MUFA 56,06%* 0,94 56,41** +0,49 45,84* +1,11
PUFA 28,35*  +£1,00 27,04* +0,27 38,00** +0,76
PUFAn6 27,51* 1,03 25,95* +0,10 36,20** +0,90
PUFAnN3 0,84 +0,04 1,09 +0,16 1,80 +0,14
U/S 5,49 +0,29 5,91 +0,65 5,53 +0,14
Ul 114,10 +1,71 113,47 +1,70 126,32*%* +1,1

Média + desvio padrdo N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — 4cidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; Ul — indice de insaturacdo (a média do nimero de dupla ligagdo por acido graxo x 100).
(-) —nao detectado.
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Tabela 10: Distribui¢do das concentragdes percentual de acidos graxos neutros individuais, como também o
indice de insaturacdo no figado (FIG) nos grupos Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —
dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalorica
(Nuvilab CR-1) comercial.

FIG Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,28 +0,04 0,27 +0,06 0,50 +0,14
Cl4:1 - - 0,15 +0,05 0,36 +0,05
C15:0 - - 0,21 +0,08 0,27 +0,12
C15:1 - - 0,12 +0,01 0,25 +0,09
C16:0 18,00%* +1,23 10,32%* +0,32 15,94%* +0,83
Cle6:1 2,10 +0,15 1,40 +0,25 2,98 +0,06
Cl16:2 0,14 +0,02 0,44 +0,02 0,33 +0,07
C17:0 0,14 +0,01 0,36 +0,22 0,39 +0,28
Cl17:1 0,17 +0,00 0,24 +0,08 0,24 +0,11
C18:0 2,66 +0,22 6,36 +1,28 3,23 +1,47
C18:1 33,73%* +1,34 43,03** +1,43 25,97* +1,54
C18:2n6t 33,35% +0,62 25,96* +2,48 37,65%* +5,34
C18:3n6 0,70 +0,06 0,64 +0,11 0,69 +0,23
C18:4n6 - - - - 2,42 +0,89
C18:3n3 1,09 +0,06 1,14 +0,35 1,32 +0,58
C18:4n3 0,18 +0,02 0,30 +0,09 0,26 +0,02
C20:0 0,09 +0,01 0,29 +0,13 0,28 +0,07
C20:1 0,43 +0,03 1,40 +0,07 0,87 +0,36
C20:2n6 0,21 +0,01 1,33 +0,06 0,59 +0,25
C20:3n6 0,27 +0,05 0,93 +0,12 0,45 +0,13
C20:4n6 2,60 +0,10 2,48 +0,09 3,42 +0,09
C20:3n3 - - 0,23 +0,08 0,29 +0,08
C20:5n3 0,38 +0,06 0,30 +0,06 0,39 +0,05
C22:2n6 0,67 +0,01 0,30 +0,02 0,32 +0,06
C22:4n6 0,23 +0,01 0,66 +0,10 0,52 +0,16
C22:5n6 0,13 +0,01 0,44 +0,07 0,37 +0,15
C22:5n3 0,73 +0,26 0,61 +0,20 0,60 +0,08
C22:6n3 1,89 +0,01 0,81 +0,25 2,12 +0,11
Total 100 100 100

SFA 21,14 +1,53 17,57 +1,73 20,51 +2,66
MUFA 36,42% +1,49 **46,16 +1,16 30,17% +2,10
PUFA 41,98* +0,07 35,78* +1,58 48,90** +4,59
PUFAnN6 37,71 +0,30 32,55 +2,38 44,42 +4,06
PUFAnR3 4,27 +0,33 3,23 +1,00 4,48 +0,60
U/S 3,76 +0,354 4,77 +0,527 4,01 +0,613
Ul 143,03 1,077 139,13 +2,973 155,86** +5,704

Média + desvio padrao N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — 4cidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; Ul — indice de insaturago (a média do nimero de dupla ligagdo por acido graxo x 100).
(-) —nao detectado.
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Nas Tabelas 11, 12 e 13 estdo representados as composi¢des dos acidos graxos das
fracdes fosfolipidicas dos trés tecidos (EPI, GAST e FIG) respectivamente e as atividades
estimadas das enzimas alongase (AL), A’-dessaturase (D5), A®-dessaturase (D6), A’-
dessaturase-C16 (D9-C16), A’-dessaturase-C18 (D9-C18); como também a propor¢io dos
acidos graxos insaturados/saturados (U/S) e o indice de insaturacao (UI).

Na tabela 11 encontra-se o perfil dos acidos graxos dos fosfolipidios do EPI. Observa-
se uma concentracdo relativamente similar de (SFA) entre os grupos. Dentre os (SFA),
destacam-se os 4cidos palmitico (C16:0) e o estedrico (C18:0), que aparecem em maior
quantidade em todos os grupos. Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre eles.

Em relagdo aos 4cidos graxos monoinsaturados, PSQHcol apresentou
significativamente maior concentragdo, ou seja, 12% a mais frente a Ncal. Destes, destaca-se
somente o acido graxo oléico (C18:1), no qual aprece em maior concentragdo em todos os
grupos. Contudo, essa concentracao foi significativa somente para PSQHcol (40,50%). Em
contraste a essa concentragao podemos observar que também houve um aumento na atividade
estimada da AL no mesmo grupo.

Comparando a familia dos (PUFAs), somente o acido linoléico (C18:2n6) foi mais
frequente nos fosfolipidios, alcancando concentragdes elevadas em todos os grupos. Este foi
significativo somente para os grupos Ncal (33,77%) frente a 24,91% Hcol e 22,27%
PSQHcol. Nesse tecido, PSQHcol revelou um aumento estimado da D5 e um pequeno
decréscimo na D9-C16 e D9-C18. Enquanto a D6, revelou ser similar em todos os grupos.
Analisando o Ul, podemos observar maiores valores em Hcol (124,64%), seguido de Ncal
(119,18%) e, finalmente, PSQHcol (113,72%), entretanto, esses valores ndo foram
significativos entre eles.

O perfil dos acidos graxos polares no musculo gastrocnémio (Tabela 11), mostra que
nos grupos Hcol ocorrem menores concentragdes de (SFA) (21,07%) e maiores de (MUFA)
(38,69%). Também se destacam, entre a familia dos (SFA), o 4cido palmitico (C16:0) e
estedrico (C18:0), ocorrendo maiores concentragdes em PSQHcol (dado ndo significativo).
Para os (MUFASs), como esperado, ocorre em maior concentragdo o oléico (C18:1) sendo este
significativo em Hcol.

No caso dos acidos graxos polinsaturados, observa-se em PSQHcol e Ncal um valor
significativamente alto (50,72 e 60,09%) respectivamente. Dentre estes, se destacam os da
familia n6 (21,52 e 24,77%) e n3 (29,21 e 35,32%). Contudo, ocorre a presengca de uma alta
concentragdo do acido docosaexaendico DHA em PSQHcol (21,80%), ou seja, 33% a mais

que a média dos grupos controles.Apesar da razao U/S apresentar-se baixa nos grupos
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PSQHcol, o UI foi significativamente alto quando comparado ao grupo Hcol. Em adigao,
podemos estimar uma maior atividade das enzimas AL e D5 em PSQHcol,. D9-C16 e D9-C18
foram mais ativas em Hcol.

O perfil dos 4cidos graxos no figado estd representado na Tabela 11. Podemos
observar em todos os grupos uma concentracdo similar de SFA. Os grupos PSQHcol
apresentam indices significativamente maiores de (MUFA) (21,879%). Como esperado,
ocorre em maior concentragdo o oléico (C18:1) sendo este significativo PSQHcol.

Dentre os PUFA, observam-se maiores valores em Ncal e Hcol (58,27 ¢ 56,44%)
respectivamente. Dentre este, também se destacam os da familia e n3. Contudo, foi
encontrada uma relagdo inversa da observada em GAST, ou seja, foram encontrados maiores
valores da fracdo DHA nos grupos Hcol e Ncal. Nao houve diferenga significativa na razao
U/S e no Ul entre os grupos. Avaliando esses parametros ¢ importante a realizacdo de uma

contraprova do experimento devido ao percentual alto de erro apresentado nos grupos.

Em adi¢do, podemos estimar em PSQHcol, uma maior atividade de todas as enzimas

analisadas, exceto para D6 que permaneceu similar entre os grupos.
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Tabela 11: Distribuicdo das concentracdes percentual de acidos graxos polares individuais, como também o
indice de insaturacdo e atividade estimada das enzimas desaturases e alongase do tecido adiposo epididimal
(EPI) nos grupos Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado
(quitosana/ proteinas do soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

EPI Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,55 +0,15 1,03 +0,35 0,76 +0,15
C15:0 0,20 +0,02 0,34 +0,19 0,26 +0,08
Plasm16:0 2,78 +1,97 0,43 +0,11 0,18 +0,07
C16:0 13,82 +0,46 12,32 +4.49 15,26 +0,95
Cl6:1 3,48 +0,65 2,90 +0,70 3,40 +0,39
C17:0 0,26 +0,04 0,59 +0,02 0,39 +0,19
plasm 18:0 0,78 +0,33 0,45 +0,12 0,12 +0,07
C18:0 5,27 +0,66 7,04 +0,69 5,46 +1,73
C18:1 37,94* +0,35 40,50%* +2.33 32,83* +1,18
C18:2n6 24,9*%1 +0,42 22,27% +1,74 33,77%* +3,21
C18:3n6 0,59 +0,42 0,21 +0,05 0,26 +0,13
C18:4n6 0,92 +0,07 0,80 +0,40 1,31 +0,03
C18:3n3 0,71 +0,52 0,09 +0,03 0,38 +0,15
C18:4n3 - - 0,18 +0,02 0,25 +0,16
C20:0 0,91 +0,29 0,89 +0,26 1,06 +0,17
C20:1 0,15 +0,02 0,33 +0,19 0,22 +0,08
C20:3n6 1,08 +0,62 0,36 +0,06 0,35 +0,04
C20:4n6 2,16 +0,57 2,81 +0,99 1,48 +0,55
C20:3n3 0,62 +0,20 0,14 +0,03 0,52 +0,36
C20:4n3 - - 0,17 +0,03 - -
C20:5n3 - - 0,07 +0,00 0,21 +0,16
C22:0 - - 0,21 +0,03 0,14 +0,01
C22:2n6 0,97 +0,50 0,17 +0,00 0,35 +0,23
C23:0 0,22 +0,06 0,25 +0,02 0,09 +0,02
C22:4n6 0,40 +0,15 0,14 +0,01 0,13 +0,06
C22:5n6 0,62 +0,38 - - - -
C22:4n3 0,27 +0,02 0,23 0, £07 0,22 +0,07
C22:5n3 0,97 +0,35 0,09 0,02 0,19 +0,14
C22:6n3 0,48 +0,21 0,94 0,30 0,64 +0,25
C24:0 - - 0,08 0,042 0,35 +0,29
Total 100 100 100

SFA 21,15 +0,42 22,28 +4,27 23,74 +2.47
MUFA 41,56 +0,91 43,73 +1,56 36,52 +1,21
PUFA 34,16 +2,30 28,37 +2,57 39,26 +1,72
PUFANé6 31,52 +1,65 26,66 +2,03 37,10 +2,79
PUFAR3 2,64 +0,65 1,71 +0,56 2,16 +1,07
u/S 3,59 +0,185 2,82 +0,589 3,21 +0,468
Ul 124,64 +5,67 113,72 +9,014 119,18 +1,495
Alongase 0,38 +0,0424 0,48 +0,012 0,43 +0,119
A5-Dessaturase 5,18% +0,351 9,31** +1,65 7,25% +0,725
A6-Dessaturase 0,01 +0,00369 0,01 +0,00281 0,01 +0,00507
A9-Dessaturase-16 0,23 +0,02 0,17 +0,01 0,20 +0,02
A9-Dessaturase-18 6,57 +1,005 5,63 +0,571 6,10 42,294

Média + desvio padrao N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — 4cidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; Ul — indice de insaturagdo (a média do nimero de dupla ligagdo por acido graxo x 100).
(-) —néo detectado.
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Tabela 12: Distribui¢do das concentracdes percentual de acidos graxos polares individuais, como também o
indice de insaturacdo e atividade estimada das enzimas desaturases e alongase do musculo gastrocnémio
(GAST) nos grupos Hcol - dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado
(quitosana/proteinas do soro) hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

GAST Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,47 +0,01 0,60 +0,06 0,54 +0,16
C15:0 0,11 +0,00 0,15 +0,02 0,17 +0,02
Plasm16:0 0,88 +0,11 1,59 +0,16 1,33 +0,20
C16:0 8,68 +1,23 11,51 +2.06 6,25 +0,72
Cle6:1 2,72 +0,44 0,96 +0,03 0,83 +0,22
C17:0 0,38 +0,05 0,32 +0,03 0,69 +0,49
plasm 18:0 0,63 +0,08 1,23 +0,23 1,02 +0,30
C18:0 9,96 +1,45 15,85 +0,67 12,36 +1,47
C18:1 35,72%* +9,37 14,20* +1,05 6,76* +2,02
C18:2n6 9,55 +1,94 9,39 +0,68 7,78 +1,89
C18:3n6 0,47 +0,09 0,67 +0,30 2,51 +2,12
C18:4n6 0,17 +0,04 0,47 +0,03 0,21 +0,05
C18:3n3 - - 0,19 +0,13 0,09 +0,03
C18:4n3 0,45 +0,01 0,61 +0,44 6,58 +2.95
C20:0 0,18 +0,08 0,26 +0,06 2,26 +1,54
C20:1 0,25 +0,01 0,78 +0,39 2,78 +2.57
C20:2n6 0,80 +0,10 0,65 +0,16 1,02 +0,30
C20:4n6 4,68 +1,17 5,81 +2.16 7,09 +2,07
C20:3n3 2,18 +0,00 0,28 +0,09 0,75 +0,58
C20:4n3 0,38 +0,16 2,36 +1,42 5,06 +3,01
C20:5n3 - - 0,20 +0,01 0,46 +0,10
C22:0 0,41 +0,20 0,08 +0,01 0,21 +0,10
C22:2n6 0,62 +0,05 1,64 +0,80 3,73 +3,17
C23:0 0,88 +0,45 0,64 +0,46 5,31 +3,90
C22:4n6 0,97 +0,90 1,48 +0,61 2,77 +0,69
C22:5n6 1,03 +0,00 2,36 +0,47 - -
C22:4n3 1,94 +0,19 2,18 +0,14 4,11 +2.08
C22:5n3 1,66 +0,62 1,58 +1,08 2,13 +1,58
C22:6n3 14,76* +3,86 21,80%** +1,63 16,30* +6,34
C24:0 0,09 +0,03 0,91 +0,68 0,24 +0,01
Total 100 100 100

SFA 21,07 +2,97 29,39 +2,49 27,02 +4,99
MUFA 38,69%* +9,80 15,93* +0,91 10,37* +3,56
PUFA 38,59* +6,62 50,72* +1,33 60,09%* +8,83
PUFANé6 17,95% +3,77 21,52% +2,64 24,77%* +5,92
PUFAR3 20,64* +2,85 29,21%* +3,32 35,32%* +3,01
u/S 3,84 0,607 2,31 +0,235 2,88 +0,747
Ul 201,05* +20,07 241,30%* +10,85 258,10%* +22,00
Alongase 1,11 +0,00317 1,37 +0,244 1,77 +0,0874
A5-Dessaturase 5,68 +0,505 8,23 +0,186 5,28 +0,891
A6-Dessaturase 0,06 +0,0029 0,08 +0,0016 0,48 +0,0022
A9-Dessaturase-C16 0,31 +0,078 0,08 +0,00838 0,11 +0,0188
A9-Dessaturase-C18 3,73 +0,03 0,84 +0,02 0,49 +0,05

Média + desvio padrdo N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — 4cidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; Ul — indice de insaturag@o (a média do numero de dupla ligagdo por acido graxo x 100).
(-) —nao detectado.
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Tabela 13: Distribui¢io das concentracdes percentual de acidos graxos polares individuais, como também o
indice de insaturagdo e atividade estimada das enzimas desaturases e alongase do figado (FIG) nos grupos Hcol -
dieta com caseina hipercolesterolemiante; PSQHcol —dieta com heterocoagulado (quitosana/proteinas do soro)
hipercolesterolemiante e Ncal — dieta normocalérica (Nuvilab CR-1) comercial.

FIG Hcol PSQHcol Ncal

C14:0 0,17 +0,01 0,28 +0,05 0,13 +0,02
C15:0 0,44 +0,05 0,11 +0,03 0,07 +0,01
Plasm16:0 0,22 +0,05 1,33 +1,02 0,23 +0,01
C16:0 13,25 +0,74 11,03 +1,75 13,08 +0,12
Clé6:1 0,56 +0,06 0,93 +0,19 - -
C17:0 0,40 +0,01 0,30 +0,04 0,28 +0,03
plasm18:0 0,28 +0,01 0,19 +0,06 0,21 +0,01
C18:0 16,66 +0,82 15,68 +3,24 15,86 +0,83
C18:1 10,65* +0,40 20,72%* +3,86 10,10* +1,06
C18:2n6 14,95* +0,55 15,22* +1,14 20,12%* +1,33
C18:3n6 0,69 +0,04 0,83 +0,28 0,35 +0,05
C18:4n6 0,20 +0,03 0,20 +0,06 0,19 +0,07
C18:3n3 0,06 +0,01 0,30 +0,10 0,33 +0,04
C18:4n3 0,81 +0,05 0,82 +0,34 0,28 +0,04
C20:0 0,22 +0,01 0,56 +0,19 0,32 +0,04
C20:1 0,05 +0,01 0,11 +0,01 0,07 +0,01
C20:2n6 1,21 +0,55 1,67 +0,27 0,86 +0,19
C20:4n6 18,48 +0,48 14,44 +3,10 18,60 +0,33
C20:3n3 0,05 +0,00 0,06 +0,01 0,07 +0,01
C20:4n3 1,25 +0,59 1,16 +0,37 0,60 +0,04
C20:5n3 0,42 +0,13 0,63 +0,39 0,30 +0,03
C22:0 0,03 +0,01 0,08 +0,03 0,03 +0,01
C22:2n6 0,81 +0,47 0,35 +0,15 0,26 +0,10
C23:0 0,45 +0,05 0,89 +0,16 0,46 +0,01
C22:4n6 0,32 +0,04 0,82 +0,16 0,48 +0,04
C22:4n3 1,02 +0,26 1,43 +0,06 0,89 +0,08
C22:5n3 0,13 +0,03 0,17 +0,02 0,24 +0,03
C22:6n3 16,05 +1,96 9,06 +0,99 14,70 +0,52
C24:0 0,11 +0,02 0,19 +0,03 0,19 +0,00
Total 100 100 100

SFA 31,72 +1,75 29,13 +3,89 30,42 +0,98
MUFA 11,24* +0,48 21,87** +4,08 10,82* +1,18
PUFA 56,44 +1,43 47,07 +1,48 58,27 +0,26
PUFAn6 36,66* +1,11 33,46* +2,07 40,86** +0,61
PUFAn3 19,79 +1,04 13,61 +1,18 17,41 +0,68
U/S 2,15 +0,207 2,50 +0,235 2,28 +0,747
Ul 234,94 +35,07 205,04 +13,85 230,60 +25,00
Alongase 1,25 +0,0038 1,34 +0,144 1,21 +0,054
A5-Dessaturase 21,76 +4,505 23,41 +3,086 23,38 +6,658
A6-Dessaturase 0,05 +0,0019 0,05 +0,0013 0,02 +0,0083
A9-Dessaturase-16 0,04 +0,01 0,08 +0,00642 0,05 +0,0154
A9-Dessaturase-18 0,64 +0,06 1,58 +0,02 0,64 +0,05

Meédia + desvio padrdo N=3.

(*). Simbolos diferentes correspondem as diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05).

SFA — acidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; PUFA — acidos graxos polinsaturado.
U/S — insaturado/saturado; UI — indice de insaturagdo (a média do numero de dupla ligacdo por acido graxo x 100).
(-) —nao detectado.
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Trés acidos graxos insaturados de cadeia longa foram caracterististicos de fosfolipidios
(C18:1; C18:2n6; C20:4n6 e C22:6n3) nos tecidos GAST e FIG. Essas fracoes no GAST,
somaram nos grupos Hcol, PSQHcol e Ncal um total de 67,72; 51,2 e 36,76 do total de
acidos graxos respectivamente. Essas fragdes no FIG alcangcaram uma concentragdo de 59,7;
60,72 e 63,1%. Por outro lado, as composi¢des dos fosfolipidios no tecido adiposo epididimal,
apresentaram como principais acidos graxos, C18:1; C18:2n6 e C20:4n6, perfazendo um total
de 6544; 67,5 e 67,83% nos grupos Hcol, PSQHcol e Ncal do total de 4cidos graxos,
respectivamente.

Nas fragdes de triglicérides, foi detectado dois principais acidos graxos insaturados de
cadeia longa (C18:1 e C18:2n6), os quais foram mais expressivos em EPI totalizando 75,9;
79,55 e 76,45% do total em Hcol, PSQHcol e Ncal, respectivamente. No GAST, foram
detectados em Hcol (76,23%) em PSQHcol (77,49%) ¢ em Ncal (68,82%). No FIG, também
foram encontrados maiores valores desses acidos graxos em todos os grupos, dos quais
totalizaram, em Hcol (67,07%), PQHcol (68,99%) e Ncal (63,62%) do total de acidos graxos
presente como reserva metabdlica.

Um ponto que merece aten¢do ¢ o fato de haver uma concentracdo relativamente alta
do acido graxos C18:1n9, na fragdo triglicérides, em todos os tecidos de PSQHcol, o que
torna a sua medicdo necessaria para uma boa avaliagdo do seu perfil de 4cidos graxos
(NIKOLAIDIS et al., 2005).

A alta propor¢do de MUFA em triglicérides comparado aos fosfolipidios ¢
consistentemente encontrada em todos os tecidos, como também estd concentracdo ¢&
conservada em varias espécies animais, como colibri, cascavel (INFANTE et al., 2001),
cachorros (van der VUSSE and ROEMEN, 1995), porcos (ANDRES et al., 2001) e humanos
(ANDERSON et al., 1998).
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10. Conclusoes e sugestoes

Em conclusdo, o presente estudo sugere que o heterocoagulado, de quitosana e proteinas
do soro de leite pode ser um 6timo componente nutricional podendo agir como um eficiente
agente hipocolesterolémico e/ou como um minimizante de outras complicagdes relacionadas a
obesidade. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para se avaliar as propriedades do
heterocoagulado.

O reaproveitamento de residuos agroindustriais ¢ fundamental nos dias de hoje e a
preocupagdo com tais técnicas se faz necessario em todos os seguimentos das industrias
alimenticias. Muitos sao os residuos de baixo valor nutricional que sdo descartados no
ambiente e consequentemente provocam um aumento nas cargas organicas, provocando, desta
forma, um desequilibrio ambiental gravissimo. Como exemplo, podemos citar as cascas de
frutas, cascas de crustaceos, residuos de frigorifico e até mesmo proteinas dissolvidas em agua
remanescente de processos industriais, etc. Estes, se direcionados a um tratamento
biotecnoldgico, podem ser transformados e enriquecidos, adicionando valores nutricionais
e/ou nutracéuticos, podem ser direcionados a sociedade como produto com valores
econdmicos baixo.

Esse trabalho ¢ o primeiro a explorar as propriedades bioativas de ambos
(quitosana/soro) como um tnico complexo, onde se aplica o produto formado pela técnica de
recuperagdo das fragdes protéicas do soro do leite. Esta foi direcionada as dietas para
camundongos obesos/hipercolesterolémicos, como também foi o primeiro a investigar a
influencia do complexo em modificar positivamente o perfil das triglicérides e fosfolipides
desses animais. Entretanto,

Estando com o pensamento direcionado a obesidade, que antes de tudo se enquadra
como uma doen¢a muito complexa, que tem como causa um componente genético poligénico
e outro ambiental. O presente estudo sugere que dietas contendo o heterocoagulado pode ser
uma Otima fonte nutricional, no qual poderia agir com um profilatico contra
hipercolesterolemia e outras complica¢des relacionadas como, por exemplo, a redugdo das
fragdes LDL que esté relacionada a resisténcia a diabetes do tipo 2.

Umas das perspectivas serdo formular um alimento com propriedades funcionais com

o intuito de investigar mais detalhadamente os mecanismos que este exerce sobre o
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metabolismo lipidicos de camundongos e futuramente adaptar esta dieta a pessoas

consideradas obesas hipercolesterolémica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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