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RESUMO

Estudou-se o efeito das sementes de leguminosas cozidas {feijgo-
comum, Phaseolus vulgaris L ou ervilna, Pisum sativum L.}, ingeridas como fontes
protéicas em dietas {(contendo 12% de proteina) ou isoladas, no intestino deigado e
nas secrecbes digestivas de ratos. Foram utilizados 39 ratos Wistar machos,
recém-desmamados, marcados isotopicamente com 3-uridina, “H-desoxicitidina
*H.triptofano, respectivamente. Como controle utilizou-se caseina COMO fonte

protéica em dieta ou pura.

O presente estudo foi dividido em dois ensaios bioldgicos. No
primeiro, os ratos tiveram seus 4cidos nuciéicos rarcados com SH-uriding e
3i.desoxicitidina (i.p., 6,24uCi/rato) apGs permanecerem nas dietas experimentais
por seis dias. O abjetivo deste ensaio foi observar possiveis alteragbes no tamanho
e na atividade celular do intestino delgado. Os grupos de ratos mantidos em dietas
contendo leguminosas apresentaram aumento no intestinc delgado guando
comparado ao grupo controle em dieta contendo caseina. Isto foi verificado atraves
da elevacio na matéria seca © contetido de protefna total do 6rgéo, que foi de 10,0
e 17,4% maior, respectivamente, para ratos em dieta contendo feijdo-comum e, 8,2
e 16,6% para ratos em dieta contendo ervilha, ambos em relagdo a0 grupo
controle. Observou-se também aumento no contetido de RNA e na radicatividade
total do intestino delgado, de 43 4 e 112,5%, respectivamente, para ratos em digtas
contendo feijgo-comum ¢, 258 e 50,0% para o grupo em dieta contendo erviiha
{p < 0.05). Os resuitados obtidos indicam elevagéo na atividade celular do intestino
delgade de ratos alimentados com dietas contendo leguminosas cozidas COmo

fonte protéica.

No segundo ensaio, 08 ratos foram entubados, via grogastrica, com
100 mg de proteina provenientes da caseina, feijao-comum ou ervilha na forma de

suspens&o {em 4 mL de solucao salina figiolégica), onde & quantidade de matéria

il



seca foi corrigida pela adicdo de amido de mitho. O ensaio foi conduzido para
verificar se a ingestdo de proteina de leguminosas cozidas exerce algum efeito
estimulatorio sobre as secrecdes digestivas de ratos. Para atingir tal objetivo, 0s
ratos foram marcados com 10,8uCi de *H-triptofano, sacrificados e seu contetido
gastrintestinal coletado duas horas post c¢bum . O teor de proteina e a
radicatividade total do conteldo gastrintestinal nfo apreseniaram diferenca

estatistica (p » 0,05} entre as proteinas experimentadas,

Conclui-se que o aumento na excregdo fecal de nitrogénio enddgeno
de ratos mantidos em dietas contendo leguminosas cozidas como fontes proteicas
foi devido, principaimente, a elevagio na descamacéo do epitélio intestinal mais do
gue ao efeito estimulatério sobre as secregbes digestivas em ratos. E, também,
provavel que o feijio-comum causou maior excregdo de nitrogénio endégeno do

que g ervitha.
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ABSTRACT

The effect of cooked leguminous seeds {common beans, Phaseolus
vulgaris, L. or peas, Pisum sativum, L.) as protein source of diets (12% protein) or
alone by orogastric intubaiian, on the small intestine and digestive secretions of
rats was studied. Thirty-nine male Wistar rats labeled with *H-uridine and *H-
deoxycytidine of *H-tryptophan, respectively, were used. A casein dist was utilized

as a corgrol.

Two biological assays were carried, in the first, the rats were labeled
o their nucleic acids with the *H-uridine and the *H-deoxycytidine (i.p., 6.24 pCilrat)
after been fed on the experimental diets for six days. The cbjective of this assay
was to verify possible alterations in the size and cellular activity of the small
intestine. it was found that the rats maintained on the the leguminous diets showed
an enlargement of the small intestine as compared to the rats on the casein diet,
with an increase in the dry weight and protein content of 10.0 and 17.4% |,
respectively, for the rats fed the common pean, and 8.9 and 16.6% for the rats fed
the pea diet. It was also found an increase in the RNA content and total
radioactivity of the small intestine of 43.4 and 112.5% for the rats on the common
bean diet, and 25.8 and 50.0% for those the pea diet (p < 0.05). This fact indicated
that there was an increased cellular activity in the small intestine upon feeding with

leguminous diets.

In the second assay, 100 mg of protein of each source, cassein,
common beans or peas, were orogastrically intubated in the form of a suspension
{4 mbL in physiological saline solution}, which had the amount of dry matter was
corrected by the adittion of cornstarch. The assay was performed in order to study if
the ingestion of the cooked leguminous protein had stimulatory effect on the
quantity of the digestive secretions of the rats. To reach this objective, the rats were
labeled with 10.8 uCi of the *H-tryptophan, sacrificed and the gastrintestinal

contents collected two hours post cibum. The protein and the total radioactivity of



the gastrointestinal contents showed no statistical differences (p > 0.05} among the

experimental proteins.

i was concluded that the increase of fecal endogenous nitrogen
excretion of rats maintained on diets containing the cooked leguminous seed as
protein source, was mainly due to an increase of desquamation of the intestinal
ephythelium, rather than to a stimulatory effect of the rat's digestive secretions. It

was also apparent that beans caused a larger excretion of endogenous nitrogen

than peas.
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1 - INTRODUCAO

As leguminosas séo consideradas como uma das principais fontes de
nutrientes das sementes da dieta humana, principalmenie para oS paises em
desenvolvimento, tanto em termos de alimento energético-protéico bem como fonte
de outros componentes. Legumincsas s&o boas fontes de proteinas, vitaminas
(tiamina, riboflaving, niacina e vitamina B ) & minerais (célcio, ferro, cobre, Zinco,
fosforo, potassio e magnésio). Também séo excelentes fontes de carboidratos
complexos como amido, de acidos graxos polinssaturados livres (linoléico e
linolénico), de fibra alimentar soluvel, particularmente efetiva na redugo dos niveis
séricos de colesterof e glicose e de fibra alimentar insollvel que promove O
acimulo do volume do bolo fecal, aumentando o peristaltismo e, assim diminuindo

o tempo de transito intestinal.

Entretanto, algumas espécies como 0 feijdo-comum tem varios
atributos indesejéveis, como o longo tempo de coccdo, a presenca de inibidores de
enzimas, fitatos, substancias gue causam flatuléncia, compostos fendlicos e
jectinas, fatores que devem ser atenuados ou inativados para sua efetiva

utilizag&o.

Aproximadamente 171 mithdes de toneladas métricas de gréos de
leguminosas, incluindo soja e amendoim, sdc produzidas anualimente no mundo,
ocupando o quinto lugar no “ranking” mundial em termos de producéo de graos. O
feijdo-comum contribui com 14,6 milhdes de toneladas metricas (REYES-MORENO
& PAREDES-LOPEZ, 1893). As leguminosas ocupam uim jugar de destaque na
alimenta¢do humana, apresentando de duas a trés vezes mais proteinas do que 08
cereais. O Brasil é de longe o maior produtor mundial de feijbes com uma area
produtiva de 4,3 x 10° hectares no periodo de 1880 e produtividade média de 800
Kg hectare”’ (REYES-MORENO & PAREDES-LOPEZ, 1993). O consumo médio de
feijbes no Brasil, nos anos 1995/96, foi estimado em 20 kg per capita/ano, sendo o



feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) a leguminosa mais consumida (GONCALVES,
19986).

O valor nutritivo de uma proteina € resultado da integracéo de varios
fatores, destacando-se sua compoesicd0 em aminoacidos, configuracdo espacial,
susceptibilidade a digestao e a presenca de outros componentes no alimento, bem
como as condigbes de processamento a que foi submetida, 0 que pode
comprometer sua digestibilidade.

Nas leguminosas, apesar do elevado teor protéico (20-50%), suas
proteinas apresentam baixo valor nutricional, principalmente os cultivares da
espeécie Phaseolus vulgaris L., que € traduzido pela sua reduzida digestibilidade.
Varios estudos comprovam que & baixa digestibilidade observada para algumas
jeguminosas € determinada pela aumentada excregdo fecal de nitrogénio
endogeno, verificada in vivo; mesmo quando a semente ingerida é cozida, ¢ se
esperaria que fatores antinutricionais como inibidores de enzimas digestivas e
lectinas estivessem inativados pelo fratamento térmico.

Para se identificar ¢ quantificar ¢ nitrogénio enddgeno fecal em
animais ingerindo dietas com leguminosas tem sido muito utilizadas, por varios
pesquisadores, sementes marcadas com N ou marcagéio isotdpica do animal com
radioisdtopos {**C e *H).

Apesar de ja confirmada por varios autores, a maior excrecéo fecal de
material nitrogenado de origem enddgena, em animais consumindo dietas
contendo leguminosas cozidas, entre as quais feijdo-comum e ervilha, ainda
permanece em discussdo quanto a sua origem. Estudos feitos por pesquisadores
como o de BENDER & MOHAMMADIHA (1981), SANDARADURA & BENDER
(1983) e JALALI (1892), sugerem gue o nitrogénio enddgeno fecal é originado da
maior descamacéo das células da mucosa intestinal de animais em dietas de
feijio-comum cozido. Entretanto, outros trabalhos como o de FAIRWEATHER-TAIT
et alii (1983) ndo comprovam que a elevada perda fecal de material nitrogenado

seja devido & descamacéo da mucosa intestinal,

Este trabalho foi conduzindo como objetivo de contribuir para o
esclarecimento da questio exposta acima, Para tal, procurou-se verificar os efeitos

2



de dietas contendo leguminosas, feijdo-comum ou ervilna, cozidas como fontes
protéicas em dietas ou isoladas, na secre¢do de enzimas digestivas e na atividade
celular do intestino delgado de ratos, comparando-0s ao grupo de ratos confrole
em dieta contendo caseina, através da marcacao isotopica de enzimas digestivas
com aminoéacido tritiado e dos acidos nuciéicos do intestinoe delgado com
nucleosideos tritiados. Para a escolha das leguminosas adotou-se o critério de
importancia na producéo & consumo no pais.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Leguminosas na Alimentacio Humana
2.1.1 - Feijdo-comum

O feijac-comum & um membro da familia leguminoseae, ftribo
Fhaseoleae, subfamilla Papilincideae. As sementes podem ter formatos
arredondados ou elipticos,

A contribuicdo do feijgo-comum para dieta da populacdo,
principalmente em paises em desenvolvimento, & apreciavel. A incluséo de feijdes
na dieta é considerada, em termos de sua complementaco, ao valor nutricional de
dietas a base de cereais (WALKER, 1982). Além disso, os feijbes s&o menos
expansivos em termos territoriais que 0s animais (produzem-se mais em uma area
menor) e tém consideravel vida util, muito maior que a de diversos produtos de

origem animal, frutas e outros vegetais como as hortalicas.

O contetdo de proteina varia de 16 a 33% (DESHPANDE et alij,
1985; SGARBIERI et alii, 1979). Os fatores que influenciam a gqualidade nutricional
das proteinas do feijdo-comum incluem o padrdo de aminoacidos e 0 grau de
digestibilidade, bem como a quantidade e a qualidade de outras proteinas
ingeridas junto as proteinas do feijgo. O padréo de aminoacidos é caracterizado
pela sua deficiéncia em aminodcidos sulfurados e triptofano (CARPENTER, 1981,
BRESSAN! et alii, 1963). Segundo DESHPANDE & MNIELSEN (1987), a
digestibilidade é determinada pela presenga de fatores antinufricionais, estrutura

da proteina, complexizagdo da proteina com amido, hemicelulose e outros minerais

A cocgdo &, sem duvida, o melhor método ja conhecido para
processamento de feijdes. Ela inativa fatores antinutricionais termolabeis como
inibidores de enzimas digestivas e lectinas, reduzindo 0$ teores de taninos e
fitatos. Geralmente a cocgBo é precedida por maceragac, que temn como fungéo

diminuir o tempo de cocglo e reduzir substancias que causam flatuléncia



2.1.2 - Ervilha

A ervilha { Pisum safivum } é uma leguminosa imporiante como
consfituinte da dieta de varias comunidades asigticas (MANAN et alii, 1987),
européias (GUEGUEN & BARBOT, 1988) e, do Oriente Médio (SGARBIERI &
WITAKER, 1982). Ja na América Latina é a terceira leguminosa mais consumida
(JAFFE, 1986) e no Brasil, ocupa o segundo lugar, somente precedida pelos
feiibes (SGARBIERI, 1980). 0 conteudo de proteina bruta varia de 20 a
30% (SHEKIB' et alii, 1985), sendo de duas a irés vezes 0 encontrado em gréos
de cereais. Segundo WASSIMI et alii (1977), a ervilha tambem & boa fonte de
outros nutrientes essenciais como vitaminas, minerais e fibras (BISKNOL &
KHETARPAUL, 1994: AUCELIO, 1895). Entretanto, o valor nutricional da ervilha
crua & muito discutido. O contetido relativamente baixo de aminoacidos sulfurados
e a presenca de fatores antinutricionais termolébeis (GRIFFITHS, 19881; BISHNOL,
& KHETARPAUL, 1994, SAHARAN & KHETARPAUL, 1994), estéo implicados
neste baixo valor nutricional. Por outro lado, quando se compara o valor
nutricional da ervilha com os dos feijbes, a primeira parece oferecer algumas
vantagens como, maior digestibilidade aparente, Da (79,4%), valor biolégico
aparente, VBa (81,7%) e uma maior utilizagao protéica liquida aparente, NPUa
(64,9%), enquanto gue para o feijdo foram encontrados, respectivamente, 71,2%,
78.2% e 55,6 (DOMENE & OLIVEIRA, 1993). Outra vantagem atribuida a ervilha é
relativa @ cocgdo, que € bem menos severa que a necessaria para os feijdes.
GRIFFITHS (1984) verificou um menor teor e atividade de inibidor de tripsina em
diversas variedades de ervilha quando comparadas com 0s feijdes. Entretanto, em
relacdo ao conteldo e atividade de inibidor de quimotripsina, foi observado o

contrario.

As proteinas de ervilha sdo compostas na sua maioria por albumina e
globulina. De acordo com EVANS & BOULTER (1980), o vaior nutricional da
proteina de ervitha diminui com o aumento da proporgéo de globulina, devido ao

seu baixo conteudo de aminodcidos sulfurados.

O contetido de proteina bruta varia de 20 a 30% (SHEKIB et alii,
1985), sendo de duas a {rés vezes o encontrado em gréos de cereais. Segundo
WASSIMI et alii (1977), a ervilha também é boa forte de outros nutrientes



essenciais como vitaminas, minerais e fibras (BISKNOL & KHETARPAUL, 1994,
AUCELIO, 1995). Entretanto, o valor nutricional da ervilha crua € muito discutido. O
conteudo relativamente baixo de aminoécidos sulfurados ¢ a presenga de tatores
antinutricionais termoldbeis (GRIFFITHS, 1981; BISHNOL & KHETARPAUL, 1994,
SAHARAN 8 KHETARPAUL, 1994), estéio implicados neste baixo valor nutricional.

Por outro lade, quando se compara o valor nutricional da ervitha com
os dos feijdes, a primeira parece oferecer algumas vantagens como, maior
digestibilidade aparente, Da (79,4%), valor biolégico aparente, VBa (81,7%) e uma
maior utilizagio protéica liquida aparente, NPUa (64,9%), enquanto que para 0
feijdo foram encontrados, respectivamente, 71,2%, 78,2% e 556 (DOMENE &
OLIVEIRA, 1993). Outra vantagem atribuida a ervitha é relativa & cocgo, que €
bem menos severa que a necesséria para os feijdes. GRIFFITHS (1984) verificou
UM menar teor e atividade de inibidor de tripsina em diversas variedades de ervilha
quando comparadas com 08 feijpes. Entretanto, em relaggo ao conteudo e
atividade de inibidor de quimotripsina, foi observado o contrario.

As proteinas de ervilha s&o compostas na sua maioria por albumina ¢
globulina. De acordo com EVANS & BOULTER (1980), o valor nutricional da
proteina de ervilha diminui com o aumento da proporcao de globulina, devido a0

seu baixo contelido de aminoécidos sulfurados.

2.2- Digestibilidade

No estémago, a hidrélise da proteina & iniciada pela agéo da pepsina
e acido cloridrico. Metade dessas proteinas deixam o estdmago na forma de
peptideos, a maioria solavel em 4cido tricloroacético (TCA), isto &, peptideos com
10 ou menos aminoacidos (LOW, 1990). As proteinas e peptideos que passam do
estdmago s&o hidrolisadas no intestino delgado por proteases pancreaticas
{tripsina, quimotripsina, elastase, pepitdase, carboxipeptidase A e B). Dissolvidas
na “ brush border’ , as peptidases podem finalmente contribuir para a hidrolise
antes da absorc@o de aminoacidos, di tripeptideos. A absorgéo da proteina

alimentar ocorre basicamente no jejuna proximal, embora o ileo tenha consideravel
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capacidade digestiva e absortiva (GRIMBLE & SHLK, 1989). O maior sitio de
assimilacdo da proteina enddgena ( secregdo intestinal, proteinas plasmaticas e de
células descamadas ) ocorre no intestino posterior. Segundo GRIMBLE & SILK
(1989) a perda de nitrogénio endogeno do intestino delgado é cerca de 10 a 20%
do nitrogénio ingerido. Entretanto, a flora bacteriana no intestino grosso é capaz de
digerir proteinas endogenas, bem como exdgenas. Os aminoacidos liberados
podem ser incorporados & proteina bacteriana ou desaminados e fermentados a
acidos graxos de cadeia curta.

2.2.1 - Digestibilidade das Proteinas de Leguminosas

Varios estudos relatados na literatura indicam que 0s componentes
protéicos das sementes sdc menos atacados pelas endopeptidases digestivas dos
mamiferos e sdo fregtentemente menos digeriveis do que as proteinas de origem
animal (LYNCH, 1977a,b; ROMERO & RYAN, 1978). Como fatores responsaveis,
tem-se, a nivel molecular, a estrutura primaria, contelido de aminoacidos,
conformagdo da proteina e a presenga de alguns fatores antinutricionais
(NIELSEN,1991).

A baixa digestibilidade das proteinas de leguminosas, principalmente
do feijao-comum, é atribuida a vériag causas, entre elas tem-se (1) formagéo de
complexos enzimas-proteinas resistentes como proteina-tanino ou ainda proteina-
fitato (AW & SWANSON, 1985; ARTZ et ali, 1987); (2) inibigdo parcial direta de
enzimas digestivas por fitatos ou compostos fendlicos (THOMPSON & YOON,
1984: THOMPSON & GABON, 1887), ( 3 ) ccnform‘agéo ou sequéncia de
aminodcidos desfavoraveis da proteina (CHANG & SATTERLEE, 1981) (4)
interacdo proteina-proteina ou proteina-carboidrato durante tratamento térmico
(SEMINO et alii., 1985).



2.2.1.1 - Fatores que Interferem na Digestibilidade Protéica de

Legumineosas
2.2.11.1 - Taninos

s taninos s30 uns dos varios fatores antinutricionais presentes nas
leguminosas, localizando-se principaimente no tegumento da semente. O teor de
taninos pode chegar a 2,0%, dependendo da variedade de leguminosa e da cor de
sey tegumento.

A presenca de taninos na dieta esta associada a elevada excregao de
nitrogénio fecal devido & interacdo entre eles e as proteinas alimentar, com as
enzimas digestivas (MOSELEY & GRIFFITHS, 1979), ou ainda, como foi proposto
por MITJAVILLA et alii { 1977) o excesso de nitrogénio fecal pode ser devido a uma
hipersecrecdo de muco ocasionado pela presenga de taninos na dieta De acordo
com ELIAS et alii (1975), a baixa digestibilidade e utilizag8o biologica da proteina
de feijdes coloridos & diretamente relacionada ao contedo de taninos desses
feijses. ROMERO & RYAN (1978) observaram que a digestibilidade da proteina de
leguminosas contento altos teores de taninos € significativamente reduzida,
principalmente devido a diminuigéo na atividade triptica.

MOSELEY & GRIFFITHS (1879) verificaram que ¢ teor de compostos
fenolicos em feijdes afeta a digestibilidade de suas proteinas por complexizacady
com a proteina alimentar ou por inibicdo da atividade enzimatica ou formagédo de
complexos nao especificos com a proteina enzimatica no intestino de ratos (ELIAS
et alii, 1975). JANSMAN et alii (1994) encontraram reducéo na atividade de
enzimas digestivas, principaimente da tripsina e aumnento na secrecdo pancreatica
de enzimas digestivas em ratos consumindo dietas contendo Ccompostos
polifendlicos provenientes do tegumento do feijao. AW & SWANSON (1985),
observaram, utilizando Tetrahymena thermophyla, que os taninos encontrados no
feijdo preto cozido se complexam com a globulina G1, formando um precipitado
insoltvel e resistente a hidrélise enzimatica, reduzindo a digestibilidade e
qualidade da proteina. Qutros autores também estudaram o efeito dos taninos
sobre a digestibilidade da proteina de feijbes como ALZUETA et alii {1992), que
verificaram um aumento na excrec@io fecal de nitrogénio e diminuigdo na
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digestibilidade verdadeira quando se incluia taninos a dieta de ratos (BRESSANI et
alii, 1982).

AHMED et alii (1991) estudaram o efeito da dieta contendo taninos no
pancreas e mucosa do intestino delgado encontrando um aumento significativo na
massa desses Orgacs em passaros alimentados com dietas contendo taninos de 50
e 25 g x Kg' de dieta. Entretanto, segundo REDDY et alii (1985), a atividade
antinutricional dos taninos de feijdes e de outras leguminosas pode ser reduzida
pelo processamento {(um ou a combinagao de dois ou mais métodos), por exemplo
o descascamento, maceracdo, cocgdc e germinacdo. A cocgdo resulta na
diminuicdo de 37,5 a 77,0% do contetido de taninos em feijdes; alguns autores
propdem que essa reduclo seja devido a mudanca na sua solubilidade ou
reatividade guimica (REDDY et alii, 1988).

2.2.1.2~ Fibra Alimentar

A fibra alimentar constitui a porgdo das células vegetais que néo pode
ser digerida por enzimas do trato gasirintestinal humano. A maioria das
substéncias encontradas na fibra alimentar s8o lignina e carboidratos nédo

digeriveis como celulose, hemicelulose, pectinas e gomas.

Feiides secos s&o ricos em polissacarideos ndo digeriveis que podem
ter efeito benéfico na salde humana como hipoglicemiante e hipocolesterolémico
(WALKER, 1982) e também na reducgfo dos riscos de céncer do coion
(ANDERSON et alii, 1990; HUGHES, 1991). Geraimente as sementes de
leguminosas contém mais fibra do que a dos cereais, e também apresentam methor
equilibrio entre fibra alimentar sollivel e insolGvel. A composico média de fibras
em feiibes é de 14 a 19%, dos guais até 7% é considerada soluvel e 13% insoluvel
(HUGHES & SWANSON, citado por HUGHES, 1891; PAK et alii,1990). O efeito
benéfico para a salde associado ao consumo de fibra alimentar resulta de uma
combinacdo de mudancas fisiolégicas, que se incluem em gquatro categorias: (1)
aumento do bolo fecal e diminuicdo do tempo de transito intestinal; (2) carreamento
de acidos biliares; (3) degradacio a acidos graxos de cadeia curta &; (4) aumento



da viscosidade reduzindo a digestdo e absorgio de alguns nutrientes. (HUGHES,
1991).

A despeito dessas vantagens acima enumeradas, cerios
polissacarideos presentes nos feijdes possuem caracteristicas indesejaveis que
limitam sua aceitacdo, como os oligossacarideos que causam flatuléncia (LEEDS
et alii, 1982), que podem variar de acordo com o cultivar e tratamento a que as
sementes sdo submetidas antes do consumo. Qutra caracteristica indesejavel é,
segundo CHANG & SATTERLEE (1881), o seu efeito negativo sobre a hidrélise de
proteinas nativas das leguminosas, através do blogqueio ao acesso da tripsina e
quimotripsina aos peptideos adjacentes aos residuos de tirosina, fenilalanina, lisina
e arginina. Porém, o tratamento térmico pode alterar a conformacgao dos
carboidratos e ligacdo peptideo-enzima especifica, tornando a proteina mais
susceptivel & hidrélise enzimatica.

0O aumento na matéria seca das fezes e do nitrogénio fecal como
conseqiiéncia da ingestdo de fibra alimentar foi proposto por de HARMUTH-
HOENE & SCHWERDTFEGER {1979). MARQUEZ & LAJOLO (1990) verificaram
que a excregéo de matéria seca e nitrogénio pelas fezes em ratos alimentados com
dieta contendo feijo-comum € diretamente proporcional & quantidade de fibra
ingerida. Em conseqiiéncia da excrec&o elevada de material nitrogenado nas fezes
pode haver um comprometimento da qualidade protéica, como no caso de
leguminosas (MARQUEZ & LAJOLO, 1990; MENDEZ et alii, 1993; ACEVEDO et
alii, 1994).

MENDEZ et alii (1993) verificaram valores significativos de nitrogénio
protéico nos residuos de fibra e sugeriram a ocorréncia de interacao enire as
proteinas e aminoacidos com os componentes da fracdo fibra insoluvel. Esse
nitrogénic presente na fibra insolivel contribui para a fracdo ndo utilizada do
nitrogénio protéico, diminuindo assim a digestibilidade das proteinas de
leguminosa. ACEVEDOQ st alit (1984) encontraram que , cerca de 29.5% das
proteinas de feijao estdo ligadas a fibra alimentar, a qual, provavelmente, néo fica
disponivel a nivel gastrintestinal, resultando em menor digestibilidade. Entretanto,
esses autores sugerem que mais estudos devem ser feitos para estimar a
digestibilidade das proteinas de feijdo-comum ligadas a fibra alimentar.
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2.3 - Nitrogénio Endogeno

Segundo BENDER & MOHAMMADIHA (1981) o nitrogénio fecal pode
se originar de quatro fontes a saber: (1) proteina alimentar ndo digerida; (2)
residuo de secreches digestivas; (3) esfoliamento da parede do trato gastrintestinal
e; {4) bactérias do trato digestivo.

A digestéo de proteina alimentar por mamiferos requer a secrecao de
uma elevada quantidade de proteina endogena. DREISRACH & NASSET (1954)
observaram que a quantidade de nitrogénio recuperado do jumem do intestino
delgado excede a quantidade de nitrogénio ingerido, indicando a possibilidade da
liberago para o iUmem do trato gastrintestinal uma guantidade apreciavel de
proteina endbgena em resposta 4 ingestéo de dieta de qualquer tipo. Por outro
fado, NASSET & JU (1961) e NASSET (1965) acreditam que a massiva secrecdo
de nitrogénio enddgeno mantém a homeostase do padréo de aminoacidos
absorvidos.

NASSET & JU (1961) verificaram que, cées e ratos alimentados com
dieta contento caseina radioativa apresentaram uma elevada diluicac do nitrogénio
exdgeno com o endégeno no intestine delgado, sendo mais de quatro vezes no
caso de cdes e de seis a sete vezes para ratos. Por outro lado, os dados
encontrados por LOW (1979), sdo inconsistenies com uma massiva secrecdo de
proteina endégena pelo intestino. Ele verificou, em porcos canulados, gue o
nitrogénio total do intestino ndo mostrou ganho significativo, a despeito da adigio
de nitrogénio enddgeno da saliva, suco gastrico, suco pancredtico, suco intestinal
e células epiteliais descamadas. O autor ainda estimou que O nitrogénio endogeno
de porcos em dieta aprotéica € de cinco a sete gramas por dia, o que corresponde

a 15% do nitrogénio dietético utilizado no experimento.

Durante a passagem do bolo alimentar pelo trato digestivo ha uma
continua digesto e absorgdo, bem como secregio de componentes endogenos.
MOUGHAN et alii (1992) observaram uma quantidade apreciavel de nitrogénio
enddgeno no intestino delgado de ratos marcados isotopicamente com *H-leucina e

alimentados com caseina e aminodcidos sintsticos.
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Uma outra importante fonte de nitrogénio endbgeno é a grande massa
de células da mucosa intestinal que so descamadas continuadamente no lumem.
Toda mucosa do intestino delgado pode ser renovada de um a irés dias, isto pode
fornecer cerca de 90 gramas de proteinas por dia em um homem adulto. Porém, a
guantidade de proteina endogena atribuida &s secregbes digestivas &,
provavelmente, ainda maior, de 64 a 263 gramas por dia. (NASSET, 1965). Por
outro lado, PARTRIDGE et alii (1982) observaram que a quantidade de nitrogenio
endégeno secretado pelo pancreas de porcos (massa corpéreo de 50 kg)

representa somente 3-6% do nitrogénio total gque entra no duodeno,

De acordo com SOUTHON et alii (1985), o aumento na multiplicag&o
celular e sua esfoliagdo no intestino delgado pode promover uma consideravel
fonte de nitrogénio endogeno na excrecao fecal, embora isto dependa da extensao
da qual as ceiulas da mucosa sio esfoliadas e sua susceptibilidade a rapida
digestéo e reabsorcio de seus componentes protéicos. Alternadamente a sintese €
a reposi¢do de proteinas e células maduras, juntamente com a produggo de muco
e outras proteinas secretadas no intestino, pode revelar a quantidade da proteina

sintetizada e perdida no trato digestivo.

Tradicionaimente, a perda de nitrogénio enddgeno & determinada
pela alimentagdo com dieta aprotéica. Entretanto, esse método, segundo
SGARBIERI et alii (1982), OLIVEIRA & SGARBIER! (1986a,b), SKILTON et alii
(1988), BUTTS et alii (1992) e DOMENE & OLIVEIRA, (1993), pode levar a
subestimacéo dos niveis fisiclogicamente normais de excrecdo de nitrogénio
endogeno sob condigtes de alimentacdo com peptideo e proteina. A partir do
exposto acima, alguns autores {OLIVEIRA & SGARBIERI, 1984 e 1986a.b,
OLIVEIRA et alii, 1988; JALALI, 1992 DOMENE & OLIVEIRA, 1883), vém
utilizando material radioativo para identificar & quantificar a efetiva participagéo do
nitrogénio enddgeno na qualidade protéica de leguminosas in vivo.
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2.3.1 - Fontes de Nitrogénio Endégenc
2.3.1.1 - Secregdes Digestivas
2.3.1.1 1 - Gastrica

A secrecdo gastrica inclui bicarbonato, acido cloridrico, pepsinogénio,
mucoproteinas e células descamadas (LOW, 1980). A regulacdo dessa secregéo €
feita através de complexo mecanismo neuro-hormonal @ também pelo estimulo

nutricional.

O estdmago & um local importante na digestéo de proteinas, onde é
promovida também a acidificacdo do meio, a qual deprime ou elimina a atividade
de microorganismos ingeridos com a dieta. Alimentos ricos em proteinas s&o
poderosos estimulantes da secregéio gastrica. A sojubilidade da proteina também
afeta a secrecdo de acidos. Segundo DECYPERE et alii (1981), proteinas mais
soliveis induzem uma maior e mais rapida secregéo acida do que proteinas
insolliveis. De acordo com LOW (1990), a secrecéo gastrica tende a aumentar com
o volume da refeicdo, tamanho de suas particulas e seu conteldo de proteinas e

quanto essa proteina é pepsina-digerivel.

No estdémago, encontra-se cerca de 20% da proteina total do trato
gastrintestinal sendo ele também responsavel por 8 a 14% do total de proteina
sintetizada diariamente. A hidrolise de proteinas, no estdmago, ¢ iniciada pela
acdo da pepsina e &cido cloridrico. Metade dessas proteinas deixa o estdmago na
forma de peptideos, em grande proporgéo soluveis em acido tricloroacético (TCA),
isto &, peptideos com 10 ou menos aminoacidos (LOW, 1990). ZEBROWSKA
(1968), administrando refeigbes com diferentes proteinas a ratos, verificou que a
caseina foi mais rapidamente hidrolisada no estémago do que a proteina de soja,
tratada ou ndo com calor. Enquando isso, NEWPORT (1979} e PROTEIN digestion
.. {1979) verificaram que o aparecimento da fracdo de nitrogénio solGvel em acido
tricloroacético (TCA) no conteddo gastrico de ratos, sacrificados uma hora apds a
alimentac&o, foi mais rapido para proteinas do leite de vaca do que para proteina

de peixe ou isolado protéico de soja.
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O tamanho das particulas da refeiglo, a viscosidade, a osmolaridade
e a presenca de 4cidos organicos, acidos graxos, proteinas ou aminoacidos e
actcares (principalmente amido e polissacarideos nao digeriveis) nas refeigbes
interfere no esvaziamento gastrico. O esvaziamento géstrico de liquidos é, em
grande parte, funcdo do gradiente de pressao entre O estémago & o duodeno.
Cuanto ao esvaziamento de sélidos, ele 86 ocorre quando estes s&o reduzidos a
particulas relativamente finas (< 20mm em tamanho) no estémago distal. A taxa de

esvaziamento gastrico é proporcional ao grau de distenséo do astdmago.

2.3.1.1.2 - Pancreética

Segundo CORRING et alii (1989), mudangas dietéticas induzem
importantes modificagdes na fisiologia das secrecbes pancredtica e biliar. A
biossintese de enzimas pancredticas & rapidamente adaptada a quantidade dos
véarios componentes da dieta ingerida, que aicanga um determinado patamar
guando a dieta & mantida por diversas refeicBes. Os mecanismos envolvidos nesta
adaptacdio nutricional néo estdio ainda esclarecidos. De acordo com CORRING &
SAUCIER (1972) e BOZKURT & HABERICH (citados por CORRING et alii, 1989), a
adaptac@o pancredtica a uma mudanga na dieta se completa dentro de cinco a sete
dias e um novo estado de equilibric & estabelecide. Por outro lado, DAGON &
LAHAIE (1981) registraram que as mudancas na taxa de sintese de enzimas
pancredticas ocorre nas primeiras 24 horas apds uma alteragdo na composicio da
dieta.

HOWARD & YUDKIN (1863) sugerem que a molécula de proteina
intacta é responsavel pela adaptag@o pancreatica a uma dieta rica em proteina.
Esses pesquisadores verificaram que & substituicdo da proteina intacta pelo seu
hidrolisado na dieta ndo leva a quaiquer aumento nos niveis de enzimas
proteoliticas, mas ao contrario, a sua diminuigéo. Entretanto, GREEN & NASSET
{1983) n&o encontraram diferenca na atividade de enzimas pancreaticas em ratos

alimentados com dieta contendo aminoacidos sintéticos ou caseina intacta.
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A colecistoquinina {CCK) é freqlientemente considerada como
principal fator intestinal para adaptac8o pancreatica a dieta. Segundo GREEN et
alii (1986), a CCK esta envolvida na adaptago de proteases pancreaticas a
proteina da dieta. Utilizando modelo com ratos, LIDDLE et alii (1985), verificaram
que a proteina intacta tinha um efeito estimulador da secregéo da CCK maior que
seu hidrolisado.

A capacidade digestiva pode ser modificada por inimeros estimulos,
por exemplo, o propric alimento. Um aumento na proteina na dieta induz um
aumento na secrecdo pancreatica de enzimas proteoliticas (TWOMBLY & MEYER,
1961}, enquanto que uma maior ingestao de amido e gorduras leva a um aumento
na secrecio de amilase e lipase, respectivamente (CORRING et alii, 1989). A
presenca de fatores antinutricionais (ANF) ¢ fibra alimentar também afetam a

secrecdo enzimatica.

A presenga de inibidor de tripsina aumenta a secrecao pancreatica de
tripsina e outras enzimas, enquanto que taninos podem induzir uma elevacac nas
proteinas ricas em prolina da saliva (GRIFFITS & MOSELEY, 1980; AHMED et alij,
1691: ALZUETA et alii, 1992), reduzindo assim os efeitos adversos dos taninos
sobre a digestibilidade protéica (MEHANSHO et alii, 1887). Ja as lectinas
interferem na digestdo e absorgéo por caminho diferente, ou seja, elas se ligam a
receptores dos enterdcitos induzindo mudancas no metabolismo das células
epiteliais, aumentando a renovacao celular e a secrecéo de proteinas. O efeito
béasico dos ANF sobre a digestibilidade &, provavelmente, devido a um aumento na
perda de proteina endogena mais do que o efeito negativo sobre a digestibilidade

da proteina exbgena.

E também sabido que o contetido de fibras na dieta exerce um efeito
na perda de aminoécidos endbgenos {SKILTON et alii, 1988). A fibra pode reduzir &
atividade enziméatica no limem, mas tambem pode proteger as enzimas da sua
degradaco. Mudangas anatbmicas em certas partes do trato digestivo, devido a
fiora, podem ser vistas. Geralments, as fibras estimulam significativamente a
atividade microbiana no trato gastrintestinal ¢ reduzem 0 tempo de transito
intestinal do bolo alimentar. Embora a maioria do metabolismo microbiano ocorra

no intestino grosso, a digestc pode ser influenciada pela microflora em todo trato
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digestivo. De acordo com MASON (1984), a flora bacteriana pode sintetizar, bem
como degradar aminoécidos individuais, alterando, deste modo, os valores de
digestibilidade ileal aparente.

2.3.1.1.3- Biliar

A relacéo enire secregdo biliar e consumo de fibra alimentar tem sido
estudado em termos da composicdo fracionada de lipides da bile ou do
metabolismo dos Acidos biliares. O efeito da fibra alimentar sobre o colesterol nao
é observado apds uma unica dose de alimentos ricos em fibra (IKEGAMI et alii,
1990}, mas vem a ser estabelecido progressivamente durante a primeira semana
de tratamento e permanede apos um equilibrio inicial.

Alteraces no “pool” de acidos biliares devido a uma modificagao na
sintese de acidos biliares, transito intestinal, taxa de absorgdo e metabolismo
bacteriano acontece provavelmente devido a mudangas a longo prazo na secregao
biliar em resposta & ingestdo de lipides e fibra alimentar, sem importante
envolvimento de peptidios regulatérios (CORRING et alii, 1989)

2.3.1.2 - Descamacao do Epitélio Gastrintestinal

A mucosa do intestino delgado é caracterizada por réapida proliferacéo
celular e taxa de sintese protéica muito elevada quando comparada aos demais
tecidos do organismo. A grande massa de células da mucosa intestinal deixa no
lumem grande quantidade de nitrogénio enddgeno. Em 1971, DA COSTA et alii
estimaram, através da determinacdo de é&cidos nucléicos nas fezes, que a
contribuicdo do nitrogénio enddgeno de origem intracelular, resultante da
esfoliacao do epitélio intestinal, & de somente 10g para um total de 84g excretada
em um dia. Por outro lado, McNURLAN et alii (1979) referem que a sintese proteica
no intestino corresponde a mais de 14% do total da proteina corporea sintetizada
no rato. GARLICK et alii {1980) estudaram a taxa de sintese protéica em ratos,
utilizando >H-fenilalanina via intravenosa, verificaram que a mucosa jejunal foi o
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tecido com maior renovacdo celular, seguida pelo tecido hepatico, esplénico,
pulronar, muscular e cardiaco.

Objetivando localizar o sitio de producdo de células da mucosa
intestinal, QUASTLER & SHERMAN (1959), observaram que as celulas sdo
produzidas nas criptas da mucosa do intestino delgado, migrando ao topo das
vilosidade, onde sdo descamadas para a luz intestinal.

O aumento da nutricdo, a nivel luminal, acompanhada por mudanga
hormonal local e sistémica, geralmente s30 considerados como fatores basicos
responsaveis pela hiperplasia intestinal e aumento da atividade de enzimas da
mucosa (KLEIN & McKENZIE, 1983). A mucosa intestinal & extremamente sensfvel
a reducdo de nutrientes na dieta, principalmente de proteina, o que é gvidenciado
através da menor proliferagdo celular e perda da massa celular associada ao
declinic na sintese protéica, com diminuicdo da superficie absortiva da mucosa
intestinal (GARLICK et alii, 1975). Diversos fatores est&o envolvidos no efeito
estimulatério do alimento sobre a sintese de DNA no trato gastrintestinal, dentre 0s
quais tem-se: (1) distens&o mecénica da parede do trato digestivo; (2) constituintes
nutricional ou mineral do alimento com efeito tréfico; (3) iiberacéo pds-prandial de
horménios como gastrina (EASTWOOD, 1977). GE & MORGAN (1993} sugerem
um possivel efeito tréfico de outro horménio, a colicistoquinina (CCK), que em
niveis plasmaticos elevados atuaria estimulando o crescimento da mucosa do
intestinc delgado. Entretanto, JOHNSON (1987) refere que a CCK nao é

considerada como trofico para o intestino.

YOUNQOSJAI et alii (1978) e ECKNAUER et alii (1981) demonstraram
gue, o crescimento da mucosa (proliferacéo celular e morfologia dos vilos), em
animais bem nutridos, € aumentada pela incluséo de alimentos vegetais ricos em
polissacarideos néo digeriveis na dieta. Porém, quando ECKNAUER et alii (1981)
adicionaram celulose finamentte dividida & dieta isenta de fibra ndo foi observado
nenhum efeito estimulatério sobre a divisdo celular, O mesmo resultado foi
verificado quando modificou-se o conteudo de proteina e gordura da dieta. Paor
outro lado, SILCAR et alii (1983) descobriram que ratos alimentados com dieta
sintética, liquida ou solida, apresentaram uma marcante redug@o na sintese de
DNA na mucosa gastrica e colénica dentro de 12-24 horas apos a modificaco da
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dieta e no entanto, nenhuma alteracdo foi observada na mucosa do intestino
delgado. Um moderado aumento na massa intestinal relativa (massa intestinal por
unidade de massa corpbrea) pode acontecer em resposta & presenga de alguma
proteina vegetal na dieta como fol verificado por ROY et alii (1977), quando
trocaram proteinas do leite por proteinas de soja.

SOQULTHON et alii {1985) observaram que ratos alimentados com
dieta semi sintética, com 4% de celulose, apresentaram menor taxa de sintese
protéica no jejunc e ileo (redugdio na producao de celulas a nivel de cripta), guando
comparado ao grupo que receberam dieta comercial peletizada com 9,9% de fibra
alimentar (2,4% de celulose e 7.5% de polissacarideos nao celuldsicos). A
presenca de grandes particulas da parede celular de vegetais em dieta peletizada
exerce um estimulo mecénico direto sobre a mucosa, ocasionando aumento na
esfoliacdo celutar. Ou ainda, os constituintes da parede celular ou produtos de seu
metabolismo pela flora intestinal, podem exercer estimulo bioguimico para divisdo
celular (SOULTHON et alii, 1885}

SAKATA (1987) verificou que o efeito estimulatdrio dos acidos graxos
volateis (produto do metabolismo de fibra alimentar pela flora intestinal) sobre a
multiplicago celular pode explicar o efeito tréfico da presenca de fibras
fermentaveis na dieta. O autor encontrou uma produgéo de células epiteliais 3 a 4
yezes menor em animais ingerindo dieta elementar isenta de fibras fermentaveis
comparado @ um grupo que recebeu dieta com fibra alimentar. Enfretanto, essa
elevada proliferacéo celular pode acontecer devido ao efeito abrasivo da fibra
sobre a mucosa intestinal como proposto por TOPPING & ILLMAN, (1986).
Considerando que 287g de células (6,5-12g de proteinas) sdo perdidas durante 24
horas pela mucosa gastrintestinal do homem, entdo um aumento de 3 a 4 vezes na
perda de células epiteliais, ou ssja, nitrogénio enddgeno, pode ser significativo
nulricionaimente. 1sso requer, assim, mais proteina, ¢ que n&o podera ser fornecido
pela metabolizacdo dos &cidos graxos de cadeia curta produzidos pela flora

intestinal.
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2.3.2 - Influéncia do Consumo de Leguminosas na Excrecdo de Nitrogénio
Endégeno por Mamiferos

O nitrogénio endogeno excretado nas fezes é origindrio de trés
fontes, a saber: (1) secregdes digestivas; (2) descamagdo do epitélioc da mucosa
intestinal e; (3) procedente da flora bacteriana do intestino (BUTTS et alii, 1992).
Varios estudos ja foram feitos para verificar a influéncia de dietas contendo
laguminosas na estimulagdo da secregdo de material enddgeno, tanto em graos
crus (PUSZTAI et alii, 1981, HUISMAN et alii, 1890, 1992) como para sementes
cozidas (BENDER & MOHAMMADIHA, 1981; SANDARADURA & BENDER, 1983,
EAIRWEATHER-TAIT et alii, 1983; OLIVEIRA & SGARBIERI, 1984, 1986a,b;
MARQUEZ & LAJOLO, 1991; JALALL, 1992, DOMENE & OLIVEIRA, 1893). Porém,
ainda ndo se sabe qual & a contribuicdc das secregbes digestivas, esfoliagéo do
epitélio intestinal e flora bacteriana para a mistura nitrogenada intestinal.

Para verificar e quantificar a participacéo do nitrogénio endogeno
fecal nos baixos indices de digestibilidade e valor biolégico para as proteinas de
leguminosas; vérios pesquisadores tém utilizado a marcacdo isotdpica,
principalmente  com “C, N e °H. Sendo o “c e *H incorporados,
preferencialmente  ao animal, marcando proteina endégena (OLIVEIRA &
SGARBIERI, 1988b; HUISMAN et alii, 1980 e 1992); ou acidos nucieicos
(FAIRWEATHER-TAIT et alij, 1983; JALALI, 1892); enquanto o N & utilizado tanto
para marcar a proteina exdgena (OLIVEIRA & SGARBIERI, 1986a,b; MARQUEZ &
{ AJOLO, 1991 DOMENE & OLIVEIRA, 1993), como também a proteina endogena
(HUISMAN et alii, 1980 e 1992). Através da utilizaggo de radioisotopos & possivel
identificar e quantificar o nitrogénio endageno e exégeno presente no lumen
intestinal e a taxa de multiplicagéo celular da mucosa intestinal de animais.

OLIVEIRA & SGARBIERI (1984 e 1986a,b) estudaram a interferéncia
da excregéo fecal de nitrogenio endégeno em ratos, na digestibilidade e valor
bioldgico da proteina de feijao. Esges autores, através da utilizacéo de sementes
marcadas com N ou injecdo intravenosa de '‘C-glicina, puderam estimar o
nitrogénio endogeno e exdgeno (alimentar) nas fezes de ratos € verificaram
elevada excrecao fecal de material nitrogenado enddgeno em animais consuminde

dieta cuja fonte protéica era feijao em estado cru e cozido e, a partir desses
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resultados concluiram que o nitrogénio endégeno constitui um importante fator nos
baixas valores de digestibilidades e valor bioldgico observados para proteinas de
feijgo. OLIVEIRA & SGARBIERI (1986b) quantificaram o nitrogénio endogeno fecal
em ratos alimentados com dietas contendo caseina, feijdo cozido e cru, injetados
com C-glicina encontrando, respectivamente, 2, 5 e 10 vezes mais nitrogénio
endogeno nas fezes do que no grupo submetido & dieta aprotéica. MARQUEZ &
LAJOLO (1990) também utilizaram sementes de feijdo marcadas com BN e ¥8
para verificar o pape! do nitrogénio enddgeno na digestibilidade in vivo da proteina
e observaram um aumento na excregéo de nitrogénio tanto de origem endogena
como exdgena; 0s autores sugerem gque essa elevacdo na perda de nitrogénio
pode ser devido a interagéo da proteina do feijdo com componeries néo proteicos
como a fibra alimentar (MENDEZ et ali, 1693: ACEVEDO et alii, 1994,
carboidratos efou taninos (JANSMAN et alii, 1994) durante a cocgao.

Utilizando a diluigéo isotdpica com *N. DOMENE & OLIVEIRA (1983)
avaliaram a digestibilidade e quantificaram o nitrogénic endogeno fecal (NEF) de
irés leguminosas (feijgo-comum, ervilha e gréio de bico) marcadas com °N, em
ratos. Os autores ndo observaram diferenca significativa entre as leguminosas para
excrecdo fecal de nitrogénio endogeno, entretanto, quando estas foram
comparadas a dieta aprotéica, esta Gitima apresentou um valor 2,2 vezes menor
para NEF. J& HUISMAN et alii {(1992) verificaram diferenca significativa para
proteina endogena presente no fleo de suinos tratados com dieta contendo feijgo e
ervilha, sendo que a Ultima apresentou menor nitrogénioc enddgenc no ileo (duas
vezes mais do que para a dieta aprotéica, enguanto o feijao foi trés vezes maior).
MARTINEZ et alii (1995) também observaramn que a ervitha (Pisum sativum)
ocasionou menor efeito adverso ac animal do que outras leguminosa como a Vicia
faba L. e © Phaseolus vulgaris L., atribuindo esse efeito & presenga mais
pronunciada de fatores antinutricionais nestas duas Ultimas leguminosas.

Em 1981, BENDER & MOHAMMADIHA referiram a importancia da
esfoliacho do epitélic da mucosa intestinal como fonte de nitrogénio fecal e
observaram gue ratos tratados com dietas contendo feijfio cozido apresentaram
elevada excrecio fecal de DNA quando comparados aos animais tratados com
caseina. Resultados semelhantes foram obtidos por SANDARADURA & BENDER
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(1983). FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983) concluiram, a partir de experimentos
com ratos marcados com °H-timiding, que as dietas contendo feijao cozido
causaram somente um pegueno aumento na renovagdo celular da mucosa
intestinal. Os resultados encontrados por esses pesquisadores ndo confirmam a
hipotese de que a baixa digestibilidade da proteina de feijdo cozido & ocasionada
pelo seu efeito estimulatério na divisao celular da mucosa intestinal. HUISMAN et
alii (1990) e GE & MORGAN (1993} analisando o comprimento e matéria seca do
intestino delgado de ratos, porcos e galinhas, nac verificaram diferencas
significativas entre o grupo de animais em dieta com feijfo cozido e caseina.
Entretanto, JALALI (1992) utilizando *H-adenosina em ratos, observou diferenga
significativa na radioatividade incorporada ao intestino delgado de ratos em dieta
com feijdo cozido quando comparados a0 grupo em dieta com caseina e atribui,
esta maior incorporacac (radioatividade), ao aumento na proliferacdo celular da

mucosa intestinal.
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3 - MATERIAL E METODOS.

3.1 - MATERIAL

3.1.1 - Fontes Protéicas

Utilizou-se o cultivar de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), Carioca
IAC-80, safra das aguas de 1993 , proveniente da Segdo de Leguminosas do
instituto Agrondémico de Campinas (IAC)-Campinas-3P, com teor protéico médio de
21,7% e ervitha (Pisum sativum L.), cultivar Mikado, safra de 1994, proveniente do
Cenfro Nacional de Pesquisas em Hortalicas (CNPHYEMBRAPA-Distrito Federal
com teor protéico médio de 24,1%.

Como controle foi utilizado caseina comercial com teor protéico de
89,7%.

3.1.2 - Ragao Comercial
Dieta n@o purificada de férmula fechada, Nuvilab CR-1, da "Nuvital
Nutrientes Ltda” com teor protéico minimo de 22%, segundo especificagbes do

fabricante.

3.1.3 ~ Radioisétopos

Foram utilizados o aminodcido L-{(G-*H)-riptofano com atividade
especifica de 6,4Cifmmol, para marcagdo das proteinas e 0s nucleosideos
(5-°H)-desoxicitidina, 24 Ci/mmol, e {(5-*H)-uridina, 29 Ci/mmol, para marcagéo dos
acidos nucléicos dos ratos, todos provenientes de “The Radiochemical Cenire,
Amersham, England”.
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3.1.4 - Animais.

Utilizou-se 39 ratos albinos machos da linhagem Wistar,
recém-desmamados (21 dias), pesando em média 54,8 + 4,19, provenientes do
Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram
mantidos em gaiolas metabdlicas individuais durante o perfodo experimental. No
primeiro ensaio, com nucleosidecs marcados, os animais permaneceram dois dias
na ragdo comercial para aclimatac@o e seis dias nas dietas experimentais; e no
segundo, com aminoacido marcado, os animais ficaram em dieta comercial durante
todo o periodo de ensaio (oito dias). Desse modo, foi possivel que os ratos
atingissem a massa corpbrea adequada para extragdo de Orgéos e coleta do
contetdo gastrintestinal, de 90 a 100g, ao final dos dois ensaios biclogicos. Tanto
a racdo comercial como as experimentais e agua ficaram disponiveis
permanentemente.

 As condicBes ambientais do Laboratdrio de Ensaios Biologicos foram
controladas, a fim de manter a temperatura a 22 + 2°C’e periodos alternados de

claro e escuro de 12 horas.

3.2 - METODOS

3.2.1 - Determinagdes Quimicas

3.2.1.1 - Composigao Centesimai

3.2.1.1.1 - Proteina Bruta

O nitrogénio foi determinado por método de Kjeldahl para amostras de
leguminosas, caseina, quimo gastrintestinal e intestino delgado de ratos ( AQAC,
1984 ¥, utilizando sulfato de potassio, sulfato de cobre e dioxido de titanio como
catalisadores (WILLIAMS, 1873). A proteina bruta foi calculada peio produto entre
a percentagem de nitrogénio e os respectivos fatores de conversdes, 5,4 para as
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leguminosas (MOSSE, 1990), 6,38 para caseina (PAULL & SOUTHGATE, 1978) e
6,25 para as demais determinagfes de proteina.

3.2.1.1.2 - Lipides Totais

Foi determinadoe conforme método de BLIGH & DYER (195898), usando
0s solventes cloroférmio, metanol e agua.

3.2.1.1.3 - Fibra Alimentar

Utilizou-se o método enzimico-gravimétrico descrito por ASP et alii
(1983), o qual determina a fibra alimentar total, a fibra alimentar soldvel e

insolivel.
3.2.1.1.4 - Umidade

A determinacgéo da umidade foi realizada por gravimetria, utilizando a
estufa a 105°C até chegar a massa constante (PEARSON, 1976).

3.2.1.1.5 - Cinzas

Foram determinadas por incineracdo a 550°C em forno mufla (LEES,
1979), obtendo-se o residuo mineral fixo.

3.2.1.1.6 - Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado por diferenga, subtraindo de
100% a soma dos valores encontrados nas determinagdes acima citadas.

3.2 1.2 - Acido Ribonucléico - RNA

Para exiracdo do acido ribonuctéico (RNA) foi utilizado o
procedimento proposto por SCHIMIDT e THANNAUSER, modificado por MUNRO
(1966) usando acido perclérico (HCIO4) como agente exirator em substituigao ao
acido tricloroacético (TCA). A caracterizacdo e quantificaco do RNA fez-se

através de reagdo colorimétrica com orcinol (utilizando como catalisador FeCl, em
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HCl concentrado), apés hidrolise do  &cido ribonucléico  pelo  &cido
perclérico(0,25N) durante 30 minutos em ebuligdo. A reagdo colorimetrica foi lida
am espectrofotometro a 570nm, usando como padrédo RNA de figado de rato de
marca Sigma (HERBERT et alii, 1971}

3.2.2 - Determinagdc da Radioatividade Total

Amostras de 25 mg de intestino delgado e conteudo gastrintestinal
liofilizadas e homogeneizadas, em friplicata, foram oxidadas em “Biological
Oxidizer’, modelo OX 500 da “R. J. Harvey instrument Corporation®, por quatro
minutos & temperatura de 900°C na zona de combustao e 680°C na zona catalitica,
em sistema fechado com controle de fluxo de oxigénio (300cm’/min.) e nitrogénio
(300cm®min), para recuperagéo do fritio na forma de vapor de agua (*H.0) em
15mi. de solucdo cintiladora [( 2,0g de 2,5-Diphenyll Oxazole, 0,4g de (2,2-p-
Phenylen-bis (5-Phenyl Oxazole), 600mL de tolueno e 400mL de Renex 95)] em
frasco especifico (R. J. HARVEY INSTRUMENT CORPORATION, 1990). Em
seguida, os frascos foram transferidos para espectrometro de cintilacao tiquida,
marca Packard/Tri-carb, modelo 16007r , onde o decaimento por minuto (dpm) da
radioatividade foi lido durante cinco minutos por amostra. Os valores obtidos foram
convertidos em pCi (1pCi = 2.220.000 dpm) e os resultados expressos como
radicatividade total para o intestino delgado e o conte(ido gastrintestinal.

3.2.3 - Ensaios Biologicos

3.2.3.1 - Preparo das Fontes Protéicas.

As sementes de leguminosas foram cozidas segundo procedimento
doméstico, deixadas em maceracio por 12 horas em agua destilada, na proporg&o
de trés para um (agua; semente), em seguida foram cozidas em panela de presséo
por 40 e 10 minutos contatos a partir da fervura para feijo-comum e ervilha,
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respectivamente. Apés cocgdo, as sementes foram trituradas em liglidificador,
congeladas, liofilizadas & moidas até a granulometria de 0,59 mm.

3.1.3.2 - Dietas Experimentais

As dietas foram elaboradas de acordo com as especificagbes do
sAmerican Institute of Nutrition-AIN 93G” (REEVES et alii, 1993), com a diferenca
da fonte protéica e de seu teor, que foi 12% (GOENA et alii 1989}, para fins
comparativos entre as fontes protéicas. Utilizou-se como controle dista contendo
12% de caseina como fonte protéica. As formulagbes das dietas, bem como as
misturas salina e vitaminica utilizadas para confecgéo das dietas snecontram-se,
respectivamente, nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - Composicéo das dietas (g X Kg' de dieta) utilizadas no ensaio

ingredientes Dietas
Feijdo-comurm Eyvilha Caseina

Feifdo-comum 705,25 —_ —
Ervilha I 550,00 .
Caseina — 211,14
Oleo vegetal 54,42 76,64 105,00
Fibra I 75,00
Mistura mineral 35,00 52,50 52,50
Mistura vitaminica 10,00 15,00 15,00
L-cistina 01,80 01,80 01,80
Bitartarato de colina 02,50 02,50 02,50
Tert-butithidroquinona 0,008 0,008 (0,008
Amido 215,68 303,98 661,26
Amido dextrinizado 70,07 898,76 214,83
Sacarose 53,80 15,87 185,26

As dietas foram formulada de acordo com a AIN-83G (REEVES et alii, 1993), exceto para o teor
protéico, que foi de 12% (GOENA et ailii, 1989).
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Tabela 2 - Composicdo da mistura mineral utilizada na preparacao das dietas, AlIN-
93G-MX (REEVES et alii, 1993).

ingredientes gxKg ' de mistura
Carbonato de cdicio, anidro 357,00
Fasfato de potdssio, monobasico 146,00
Citrato de potdssio, tripotassio monohidratado 70,78
Clorefo de sodio 74,00
Suifato de potassio 48,8000
QOxido de magnésio 24,0000
Citrato férrico 8,0800
Carbonato de zinco 1,8500
Carbonato de manganés 0,8300
Carbonato ciprico {,3600
iodeto de potassio 0,0160
Selenato de s6dio, anidro 0,0100
Paramolibidato de amdnia, tetrahidratado 0,00785
Metasilicato de sodio, nonohidratado 1.45
Suifato de potassio e cromo dodecahidratado 0,275
Clareto de litio 0,0174
Acido borico 0,0815
Elioreto de sédio 0,0635
Vanadato de amdnia 0.0086
Carbonato de niguel 0,0318
Sacarese em pod 221,028
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Tabela 3 - Composigao da mistura vitaminica utilizada na preparagio das dietas,
AIN-G3G-VX (REEVES et alil, 1983).

VITAMINA g X Kg ' mistura
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de caicio 1,000
Piridoxina - HCI 3,700
Tiamina - HCl 0,6000
Riboflaving 0,600
Acido folico 04,2000
D-hbiotina 0,020
Vitamina By, 2,500
Vitamina E 15,000
Vitamina A 0,800
Vitamina D5 0,850
Vitamina K 0,075
Sacarose em po 974,655
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3.1.3.3 - Suspensdes Protéicas Experimentais

Para preparacdo das suspensdes foram utilizadas farinhas integrais
de feijao-comum ou ervilha cozidas, liofilizadas e moidas até a granulometria de
0.15mm. Para evitar interferéncia da massa e volume das suspensdes como
fatores de estimulacdo da secregdo gastrintestinal, as mesmas tiveram a mesma
percentagem de rnatéria seca, atraves da adicao de amido de milho em igual
volume de solugdo salina a 0,8%. Como controle, utilizou-se a suspensdo com
caseina formulada do mesmo modo que as experimentais. O teor de proteina foi de
100 mg\dmL de suspenséo por rato. A composicio das suspenstes utilizadas
estéo disposta na tabela 4.

Tabela 4 - Composicdo, por 4mL, das suspenssbes protéicas de caseina, fefjao-
comum e ervilha utilizadas no ensaio.

Ingredientes Caseina Feijao-comum Ervitha
Caseina {mg) 1184 ___ _
Feijao-comum {mgj o 4839 .
Ervitha {mg) —_— — 435.1
Amigo de mitho {mg) 3855 — 048.8
Soluglo salina (mlL) 3,52 3,52 3,52
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3.2.3.4 - Ensaio de incorporagéo de *H-uridina e ‘H-desoxicitidina aos Acidos
Nucléicos do Intestino Delgado

Neste ensaio, foram utifizados 15 ratos (cinco animais por tratamento)
que, apbs permanecerem seis dias nas dietas experimentais (feijdo-comum ou
ervilha) e controle (caseina) foram sacrificados em atmosfera de éter atilico
{paralisia do bulbo raqueano) duas horas apés injecdo, ip., de 100ul de (5-°H)-
desoxicitidina e (5-"H)-uridina, utilizando seringa da marca B-D para insulina, com
gtividade radioativa de 6,24uCi por animal. Logo em seguida, removeu-se O
intestino delgado in fotum, a partir do piloro (juncéo estdémago-duodeno) até o final
do fleo; apos mensuracao do comprimento, foi lavado verticalmente corn 20-30mL
de solucdo salina gelada injetada com auxilio de seringa para completa remogan
do contetido intestinal (GE & MORGAN, 1993), sendo entdo, pesado e congelado
em nitrogénio liquido e, em seguida transferido para freezer a -80°C para analises
de RNA e radioatividade.

Durante o ensaio, apos periodo de adaptacdo de dois dias as dietas
experimentais, foram coletadas fezes para calculo da excrecao fecal de nitrogénio
e o consumo de nitrogénio quantificado durante quatro dias de balanco, para
determinacéo da digestibilidade protéica aparente, a titulo de monitoramento, Os

ratos foram pesados no inicic e no final do ensaio.

3.2.3.5 - Ensaio de Incorporagéo de *H-Triptofano as Secregbes Digestivas.

Para estudar o efeito do consumo de leguminosas cozidas na
secrecio gastrintestinal foram utilizados 24 ratos machos, pesando 80 a 90g,
mantidos em jejum prévio de 24 horas para esvaziamento gastrintestinal. Em
seguida, foram entubados via orogastrica com catéter fiexivel (sonda uretral) de
15cm, por onde foi administrado, utilizando seringa de 5mL, 4mL. das suspens{es
experimentais das leguminosas em estudo (feijdo-comum e ervilha) e controle
(caseina), contendo 100mg de proteina e igual teor de matéria seca por animali.
imediatamente ap6s a entubacgéo, 0s ratos foram injetados, intraperitonealmente,

com 150uL do radioisotopo L~(G-"H)-triptofano, ytilizando seringa da marca B-D
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para insulina, correspondendo & atividade radioativa de 10,8 uCi por animal. Duas
horas apds, os ratos foram sacrificados em atmosfera de éter etilico (paralisia do
bulbo raqueano) e seus orgdos digestivos (estdmago e intestino delgado)
removidos a partir do esfincter gastroesofégico até o final do fleo no intestino
delgado. Apds dissecados, foram mantidos verticalmente para drenagem e coleta
do contetido gastrintestinal, com auxilic de seringa com 20-30 mbL de solucéo
salina a 0,9% gelada (GE & MORGAN, 1993}, em placas de Petri previamente
taradas, sendo entdio, congelados e liofilizados para andlises de nitrogénio &
radioatividade.

3.2.3.6 - Determinagio da Digestibilidade Protéica Aparente

A titulo de monitoramento foi determinada a digestibilidade aparente
da proteina das leguminosas em estude (Da), segundo PELLET & YOUNG (1980).
Quantificou-se o consumo de nitrogénio (Ni-nitrogénio ingerido) durante 0s quatro
dias de balanco através do controle (pesagem) da racdo nos comedouros, bem
como o nitrogénio excretado pelas fezes (NF-nitrogénio fecal); para calculo da Da

foi utifizado a seguinte formula:

NI - NF
NI = NF

NI 106

Da =

3.3 - TRATAMENTO ESTATISTICO.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise estatistica, a qual
consistiu-se de uma analise descritiva parcial dos dados, para, em seguida fazer-
se a analise em planejamento de experimentos (COCHRAN & COX, 1957). Como
os experimentos foram conduzidos aleatoriamente e n&o houve nenhuma outra
fonte de variagio além do tratamento, estes podem ser considerados como
experimentos inteiramente casualisados. Os dados, entdo, foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), através do teste de F. Para saber se os fratamentos
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gram significativamente diferentes &, como neste caso existe um conirole
(caseina), o teste de medias mais indicado foi o teste de Dunneil's
(MONTGOMERY, 1991). Os testes estatisticos foram considerados ac nivel de
confianca de 5%.

Todos os modelos aqui considerados satisfazem as pressuposictes
para ¢ ajuste do modelo, ou seja, os dados apresentaram distribuic&o normal, as
varidncias foram constantes © 08 ermos, independentes e identicamente
distribuidos. Verificou-se também que ndo houve pontos discrepantes {*outlies™),
igto &, os dados foram aproximadamente iguais e & Gnica fonte de variagdo foi

devida ao tratamento.

Entretanto, no primeiro ensaio biolGgico, a massa corpérea inicial dos
animais apresentaram diferenca significativa entre 0s tratamentos e, como iodas
variaveis posteriores, dependem da massa corporea inicial do rato ser considerado
homogéneo ou semelhante para 03 trés tratamentos, entdo, para evitar influéncia
da massa corporea inicial nas demais variaveis estudadas, usou-se um modelo

inteiramente casualisado com uma co-varidvel, nesse caso massa corpbrea inicial.

As variaveis teor de proteina e radioatividade total do conteudo
gastrintestinal de ratos (segundo ensaio) foram submetidas a analise de correlagéo

simples, utilizando o nivel de confianca de 5%.

Para execucdo das andlises estatistica dos dados obtidos nos dois
ensaios biologicos foi utilizado o vasnftware” estatistico “SAS”, verséo 6.10.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - COMPOSIGAO CENTESIMAL

Na Tabela 1 encontram-se as informacfes quanto & composicéo
centesimal das leguminosas usadas como fontes protéicas no presente estudo. A
composicio do feijfo-comum e ervitha sdo bastante semelhantes, com pequena
diferenca no teor protéico, maior para ervilha, o que tambem foi observado por
DOMENE (1990) e HUISMAN et alii (1992), e na quantidade de fibra alimentar
total, sendo que neste nuiriente o feijdo-comum apresentou um teor mais elevado.
De modo geral, os resultados aqui apresentados para composicdo centesimal
astdo de acordo com os encontrados na literatura { DOMENE, 1990; JALALL, 1992,
AUCELIO, 1995).

Tabeta 5 - Composicao Centesimal das Leguminosas Phaseolus vulgaris, cultivar
Carioca |IAC-80 ( feijdo-comum } e Pisum sativum, cultivar Mikado

(ervilha).

Nutrientes Feijdo-comum Ervitha
Proteina 21,70 2413
Lipides 2,08 2,23
Fibra alimentar total* 10,14 7,58
Cinzas 3,21 2,77
Umidade 5,35 5,17
Carboidrato™ 57,52 58,12

™cta: *, Valores obgidos a partir da soma de fibra alimentar solirvel ¢ fibra alitentar insohivel.
#* Yalores obiidos por diferscs.
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4.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 - Ensaio de Incorporagao de *H-uridina e *H-desoxicitidina aos Acidos

Nucléicos do Intestino Delgado.

Nas figuras 1 e 2 tem-se, respectivamente, 0 massa corpérea inicial e
final, e o consumo de dieta e 0 ganho de massa dos animais apds seis dias de
tratamento. Nota-se que a diferenca entre as dietas para a massa corporea inicial e
final foi pequena, os animais tiveram respostas semelhantes para os trés
tratamentos, controle (caseina), feijdo e ervilha. KADAN et alii (1987) também
observaram resposta semelhante para ganho de massa de ratos tratados com dieta
contendo leguminosa cozida (feijdo-comum), como fonte protéica, quando
comparado a dieta controle contendo ovalbumina. Entretanto, aplicando teste
estatistico para estas variaveis, nota-se que para massa corpérea inicial houve
diferencga significativa entre os animais em dieta contendo caseina como fonte
protéica e os grupos em dieta contendo leguminosas cozidas, feijdo-comum ou

ervilha (vide figura 1).

_| @ massa corp.inicial
Emassa corp. final |

Massa Corporea (g)
3

Controle Feijdo Ervilha
Tratamento

Figura 1 - Massa Corpérea inicial e final de ratos em dietas
contendo 12% de proteina proveniente de caseina (controle), feijao-
comum ou ervilha, ap6s seis dias de tratamento. ** indicam
diferenca estatistica em relacdo ao controle.
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A diferenca observada para massa corporea inicial dos ratos indica a
ndao homogeneidade dos animais fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas. Por outro lado, a massa corporea final
alcangado pelos mesmos animais foram semelhantes estatisticamente para os trés

tratamentos, como também pode ser visto na figura 1.

Porém, na figura 2, observa-se uma pequena diferenca visual, mas
nao estatistica, entre os tratamentos quanto ao ganho de massa, no qual os ratos
em dieta contendo feijgo tiveram um ganho de massa 39,9% maior que 0s animais
controle (caseina) e para o grupo em dieta contendo ervilha verifica-se que a
diferenca em relagéo ao controle € de 19,1%. Enquanto que, para o consumo de
dieta, a diferenga foi de 8,4 e 23,5% para, respectivamente, feijédo e ervilha em
relagdo ao controle. Isto demonstra, um maior consumo de dietas contendo
leguminosas como fonte protéica como possivel forma de compensar a baixa
biodisponibilidade de nutrientes ou, ainda, devido a baixa qualidade da proteina
das leguminosas quando comparadas 3 caseina, necessitando de maior ingestao
protéica para satisfazer a necessidade de aminoacidos essenciais no caso das

leguminosas estudadas.

Massa (g)

Bcons. dieta i
Eganho mas. corp.

Controle feijdo Ervilha
Tratamento

Figura 2 Consumo de dieta e ganho de massa corpoérea de ratos
em dietas contendo 12% de proteina proveniente de caseina
(controle), feijao-comum ou ervilha, apds seis dias de tratamento.
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0 gue também poderia contribuir para'tai fato, € um possivel methor
aproveitamento da dieta, em termos caloricos, dos animais tratados com dietas de
feijio e ervilha ou, ainda, um provavel maior teor de fibras fermentaveis nestas
dietas, proporcionando maior fonte caldrica através da produgéo de metabodlitos
energético como os acidos graxos volateis pela flora intestinal. As dietas com feijgo
e ervilha continham aproximadamente 50% a mais de fibra alimentar do que a dieta
de caseina (adicdo de 5% de celulose segundo especificacbes da AIN - 930,
REEVES et alii, 1993), além da presenca de fibra alimentar soldvel nas duas
primeiras dietas provenientes das sementes utilizadas como fontes protéicas, o que
nao foi acrescentado a dieta com caseina. Qutro fator também importante & que 0s
animais, nos trés tratamentos, também néo apresentaram diferenca estatistica
quanto a ingestéo e absorgéo de nitrogénio, como pode ser visto na tabela 6,
sugerindo que o teor da proteina ingerida e absorvida ndo interferiu no ganho de
massa corporea dos ratos para os trés tratamentos.

Na Tabela 6 encontram-se os valores referentes ao nitrogénio
ingerido (NI}, fecal (NF) e absorvido (NA) e a digestibilidade aparente (Da) das
proteinas em estudo, apos quatro dias de balango precedidos por dois dias de
adaptacdo as dietas. Os dados obtidos para Ni e NA para dietas com feijgo e
ervilha ndo diferiram estatisticamente em relagéo ao controle (caseina), mostrando

que os animais tiveram ingestéo protéica semelhantes nos trés tratamentos.

Entretanto, analisando os valores obtidos para excracéo fecal de
nitrogénio, nota-se uma diferenca significativa entre as dietas com leguminosas e
caseina para esta variavel, sendo que o8 animais em dieta com leguminosas
excretaram de trés a quatro vezes mais nitrogénio fecal. Porém, nota-se gue 08
rqto& em dieta com feijio-comum excretaram 39,7% a mais de nitrogénio fecal do
gue ¢ grupo em dieta com ervilha, DOMENE (1990) também verificou que ratos
-@izmentados com dieta contendo ervilha excretaram menos nitrogénio pelas fezes
do que o grupc em dieta com feijac-comum, o que implicou numa ma;ar

_digestibifidade da primeira leguminosa.
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Tabela 6~ Nitrogénio ingerido (NI), nitrogénio fecal (NF), nitrogénio absorvido {NA],
digestibilidade protéica aparente (Da), apos quatro dias de balanco em ratos
alimentados com dietas contendo caseina, feijdo-comum e ervilha.

Tratamento Ni P NF Dp* NA Dp* Da bp*
(mg) {mg) (mg) (%)

Caseina 885 70 76,8 10,0 808 70 91.3 1,02

Feijao 1.082 80 3351 30,0 717 110 67,9* 4498

Ervitha 1.177 250 239,97 40,0 937 210 79,4 1,47

Nota: Médias seguidas por *** diferem em relagio a0 Controle ( caseina ), pelo Teste de Dunnett ao nivel de
significincia de 0,03
% DP: desvio padriio para a média de cinco ratos por iratamento.

DOMENE & OLIVEIRA (1993) e FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983)
observaram valores de nitrogénio fecal, duas a quatro vezes maiores em animais
alimentados com dieta contendo leguminosas (feijao-comum ou ervilha cozidas)
comparados a um grupo controle com caseina. Por outro lado, o que poderia
explicar a diferenca entre os valores obtidos para NI, NA e NF, isto ¢, o que
contribuiu para maior excregéo fecal de nitrogénio, ja& que nac houve diferenca
estatistica (coeficients de variacao de 16%) entre as dietas para nitrogénio ingerido
e absorvido, é a baixa digestibilidade associada a uma elevada excrecdio fecal de
nitrogénio endbégenc em animais consumindo dieta com leguminosas, mesmo em
estado cozido, como ja foi observado por varios pesquisadores (OLIVEIRA &
SGARBIERI, 1986a,b; OLIVEIRA et alii, 1988; MARQUEZ & LAJOLGO, 1981,
JALALL 1992: DOMENE & OLIVEIRA, 1993).

Segundo MARQUEZ & LAJOLO (1991), existem varias razdes, ainda
ndc claras, para o aumento da excregdo de nitrogénio fecal em animais
alimentados com dieta contendo feijdo. Os autores sugerem a acorréncia de
provaveis interagbes das proteinas do feijdo ou das gnzimas digestivas com
componentes n&o protéicos presentes no feljao como fibra, carboidratos e taninos
(GRIFFITHS & MOSELEY, 1980; AW & SWANSON, 1985; AHMED et alii, 1891;
ALZUETA et alii, 1992; JANSMAN et alii, 1994), diminuindo assim a digestibilidade
das proteinas de leguminosas. Entretanto, a atividade antinutricional de taninos



pode ser reduzida de 37,5 a 77,0% pelo processamento como maceracéo e cocgao
{REDDY et alii, 1985).

Quanto aos valores obtidos para digestibilidade aparente, também
estdo de acordo com a literatura {OLIVEIRA & SGARBIERI, 1986, JALALI, 1992
DOMENE & OLIVEIRA, 1993). Os baixos indices encontrados para o feijao-comum
e ervilha confirmam o possivel papel do nitrogénio endégeno na qualidade da
proteina de leguminosas, como j& visto por varios autores (BENDER &
MOHAMMADIHA, 1981, SANDARADURA & BENDER, 1983; OLIVEIRA &
SGARBIERI, 1984 e 1986ab; MARQUEZ & LAJOLO, 1880, JALALL, 1992
HUISMAN et alii, 1990 e 1992, DOMENE & OLIVEIRA, 1983). Alguns autores
(HUGHES, 1991; MARQUEZ & LAJOLO, 1991, MENDEZ et alii, 1993; ACEVEDO
et alii, 1994), sugerem que a fibra alimentar presente nas leguminosas podem
formar complexos indigeriveis com proteinas e amineacidos, principalmente
durante o tratamento térmico (MENDEZ et alii, 1993), reduzindo a disponibilidade
do nitrogénio protéico para absorgdo e, diminuindo, conseqlentemente, a
digestibilidade da proteina.

Os animais submetidos as dietas contendo feijdo ou ervilha cozidas,
como fonte protéica, apresentaram uma excreclo de matéria fecal bem mais
elevada, de duas a trés vezes maior do gque 0 grupo com caseina, mesmo quando
se tentou anular o efeito da quantidade de dieta ingerida como fator responsavel
pela maior excrecéo fecal, como pode ser visto na Tabela 7. PUSZTAL et alii
(1981), LEEDS et alii (1982); FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983); MARQUEZ &
LAJOLO (1990) e McPHERSON (1991) também verificaram  diferengas
significativas entre ratos tratados com dietas contenda caseina e com feijfo cozido.
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Tabela 7 - Excrecéo fecal total e por dieta consumida de ratos alimentados
com dietas contendo caseina (controle) feijdo-comum e ervitha
como fontes protéicas durante quatro dias de balango.

Tratamento Exc.Fecal Total Dp* Exc. Fecal por pp*
{g) Bieta Ing.
(gxkg™)
Caseina 2,65 0,44 65,2 2,22
Feijdo 7,370 1,36 143,20 10,13
Ervifha 4,307 0,40 97 O 8,68

Nots; Médias seguidas de *** diferem em refagio ao controle (caseina) pele teste de Dunnett ao nivel de
significdncia de 0,03
* DP: desvio padifio para média de cinco animais por tratamento.

Segundo MARQUEZ & LAJOLO (1990) a gquantidade de fibras
presente na dieta pode contribuir para uma maior excrecdo fecal total (LEEDS et
alii, 1982) e de material nitrogenado devido a possiveis interagdes entre fibra e
proteina exdgena ou endagena, formando complexos nao digeriveis, aumentando o
bolo fecal e a perda de nitrogénio fecal. Neste experimento, tentou-se controlar o
efeito da fibra na fungdo digestiva do animal através da adicdo de 5% de fibra
(celulose) as dietas (REEVES et alii, 1993); entretanto as dietas com leguminosas
continham 50% a mais de fibra alimentar (fibra alimentar soldvel e insolavel).

Na Tabela 8 e figuras 3 e 4, tem-se as medidas (matéria seca,
comprimento e espessura) do intestino delgado (ID) por Kg de massa corpbrea de
ratos submetidos ao tratamento com dietas contendo leguminosas cozidas (feijgo-
comum ou ervilha) e caseina (controle). Nota-se que, em relacdo a matéria seca
do intestino delgado, existe diferenca significativa entre 0s fratamentos, sendo que
os animais que consumiram dietas contendo leguminosas apresentaram o intestino
delgado mais pesado do que o grupo com caseina, sugerindo, entfo, que dietas
cuja fonte protéica foram sementes de leguminosas cozidas podem estimular a
renovacéo celular da mucosa do intestino delgado. Maior atividade celular pode
indicar elevada esfoliacéo celular, que contribui para a excrecao fecal de nitrogénio
endégeno aumentada em animais tratados com feijdo-comum cozido (BENDER &
MOHAMMADIHA, 1981: SANDARADURA & BENDER, 1983; JALALL, 1992).
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MARTINEZ et alii (1995) tambem observaram diferenca significativa na matéria
seca do intestino delgado de ratos alimentados com dieta contendo ervilha como
fonte protéica, em relacio a ratos em dieta confrole de caseina.

Tabela 8 - Massa corpdrea e matéria seca do intestino delgado por kg de
massa corporea de ratos em dietas contendo caseina, feijdo-
comum € ervilha,apds seis dias de tratamento.

Tratamento Massa.corpor. . b Mat.seca D DpP*
@ (gxkg™)

Caseina 84,5 4,62 7,95 0,48

Feijdo 90,1 4,06 8,66 0,84

Ervilha 91,5 8,14 8,55 0,68

Nota: Médias seguidas por *** diferem em relagfo ao controle {Caseina) pelo teste de Dunnett ao
nivel de significincia de 0,03,
* DP: desvio padrio para 2 média de cincn animais por fratamento,

SOULTHON et alii (1985) também encontraram diferenca significativa
para a massa da mucosa do intestino delgado entre ratos alimentados com dieta
semi sintética {isenta de fibra) e dieta comercial peletizada com alto teor de fibra
alimentar, porém nenhuma diferenca foi observada para o comprimento intestinal
por massa corpbrea e espessura da mucosa (massa da mucosa por unidade de
comprimento do intestino delgado). Por outro lado, analisando as figuras 3 e 4,
nota-se que os intestinos delgados dos ratos tratados com dieta cuja fonte protéica
era o feijao-comum apresentaram as medidas de comprimento e espessura

maiores, seguido pelos grupos com erviltha e caseina.
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Figura 3 - Comprimento do intestino delgado por Kg de massa
corpérea de ratos em dietas contendo leguminosas (feijao-comum
ou ervilha) e caseina (controle) apos seis dias de tratamento

McPHERSON (1991) observou que a mucosa do intestino delgado de
ratos consumindo feijdo cozido apresentava-se edemaciada (mais pesada) e com
processo inflamatério cronico apos oito semanas de tratamento. DESHPANDE et
alii (1982) e REDDY et alii (1985), sugerem que taninos presentes no feijgo podem
ser responsaveis pelas alteracbes observadas na mucosa intestinal. Entretanto,
outros pesquisadores atribuem essas modificacdes na mucosa do intestino delgado
4 presenca cronica de fibra na dieta ( BROWN et alii, 1979; JACOBS, 1983,
CALVERT et alii,1985). TASMAN-JONES et alii (1982) observaram diferencas
significativas no numero de vilos no jejuno e ileo de ratos alimentados com dieta
acrescida de celulose e pectina (cerca de 10%), comparada com dieta isenta de
fibra alimentar. GE & MORGAN (1993) verificaram um aumento de massa, por
hipertrofia (aumento na massa € conteudo de RNA e proteina) e hiperplasia
(aumento no DNA total), na camada mucosae € muscular do intestino delgado em

ratos tratados com farinha de soja tratada termicamente.

De acordo com GREER et alii (1985), aumentos moderados na massa
relativa do intestino podem ser observados em resposta a presenca de algumas
proteinas vegetais na dieta. ROY et alii (1977) também verificaram um aumento na
espessura do intestino (massa por unidade de comprimento), quando substituiram
a dieta contendo leite por soja, sugerindo que aumento da nutricao luminal seguida

por mudancas sistémicas hormonais s&o 0s principais fatores responsaveis por
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hiperplasia intestinal e aumento na atividade enzimatica da mucosa (KLEIN &
McKENZIE, 1983). SIRCAR et alii (1983) referem-se a importancia do horménio
gastrina como mediador na indugdo, pela dieta, da sintese de DNA na mucosa

gastrintestinal.
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Figura 4 - Espessura do intestino delgado (matéria seca por
unidade de comprimento) de ratos em dietas contendo 12% de
proteina proveniente de caseina (controle), feijjao-comum ou
ervilha, apés seis dias de tratamento.

Os efeitos de dietas com leguminosas (gréo de bico, soja e feijao-
comum) sobre a mucosa intestinal de ratos também foram estudados por GRANT
et alii (1995), apés 30, 200 e 700 dias de tratamento com as dietas. Esses
pesquisadores observaram aumento relativo na massa do intestino delgado nos
animais alimentados com dieta contendo feijao-comum, tanto a curto (30 dias)
como a médio (200 dias) e longo prazo (700 dias), quando comparado a um grupo

de animais controle em dieta contendo caseina.

A presenca de lectina nas sementes de feijao-comum consumidas no
estado cru, esta implicada em alteragoes de massa, comprimento e de medidas
bioquimicas (proteina, RNA e DNA) a nivel de mucosa, principalmente do intestino
delgado, como jé documentado por varios pesquisadores (PUZSTAI et alii, 1981;
KING et alii, 1983; GREER et alii, 1985; HUISMAN et alii, 1990). Por outro lado,
quando consumidas no estado cozido, com as lectinas inativadas pelo tratamento
térmico, as leguminosas nao exerceram nenhum efeito sobre a mucosa do intestino

delgado de ratos como verificado por GREER et alii (1985).
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Q aumento na matéria seca do intestino deigado de ratos em dietas
contendo lequminosas cozidas refletemn também mudangas nos seus parametros
bioguimicos (proteina e RNA total) e na radicatividade (tabela 9). Verifica-se uma
diferenga significativa para contelide de proteina total dos animais tratados com
leguminosas (feijdo-comum e ervilha) em relacdo ao conirole com caseina, vide
Tabela 8. O mesmo foi verificado por FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983), que
observaram aumento de 28% na proleina da mucosa intestinal em ratos
alimenrtados com feijgo cozido em relagic ao grupo controle com caseina. Isto
pode indicar uma maior sintese protéica na mucosa do intestino delgado nos

animais que consumiram dietas com leguminosas.

Quanto ao teor de acide ribonuciéico (RNA) total ha também diferenga
significativa entre as dietas com leguminosas e a controle, como pode ser visto na
Tabela 9, onde se observa um aumento de 43,4 e 25,6% do RNA total do intestino
delgado, para respectivamente, grupo de animais em dietas com feijgo e ervilha,
em relacdo ao grupe com caseina. Esses resultados, juntamente com maior
matéria seca e proteina total observados no intestino deigado, podem indicar um
aumento no tecido epitelial deste orgdo (renovacdo celular) de ratos alimentados
com dietas contendo feijdo e ervilha, que pode contribuir para maior excrecao de
nitrogénio endégeno fecal como sugerido por BENDER & MOHAMMADIHA (1981)
e SANDARADURA & BENDER (1983), mas questionado por FAIRWEATHER-TAIT
et alii {(1983), que atribuem o aumento do nitrogénio fecal "a presenca de fibra na
dieta e ao nitrogénio de origem bacteriana. CASSIDY et alii (1981) sugerem que
alteracBes na taxa de esfoliagéo celular do intestino delgado observado em ratos
consumindo dietas com celulose, alfafa e pectina seja uma possivel conseqliéncia
nutricional da ingestdo de fibra. JALALI (1992) observou um aumento na
radioatividade e teor de RNA nas fezes de ratos marcados isotopicamente com *H-
adenosina, em dieta contendo feijdo cozido como fonte proteica quando comparado
a um grupo controle com caseina; sugerindo maior incorporacéo do precursor ao
RNA das células intestinais, com posterior aumento da descamacio destas e sua

excrecdo nas fezes.

Segundo GE & MORGAN (1993),um maior conteudo de proteinas e
RNA s&o indicadores de hipertrofia celutar, ja a ocorréncia de hiperplasia pode ser
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vista através da determinagdo de DNA, o que no foi proposto para este trabalho.
Entéo, os resultados aqui obtidos (maior teor de proteina e RNA total do intestino
delgado), que estdo dispostos na tabela 9, podem indicar gue as dietas com
leguminosas ocasionaram uma hipertrofia das células do intestino delgado.
Eniretanto, ndo se pode justificar a elevag@o na massa do intestino dos animais em
dietas com leguminesas, como j@ mencionado, como resuliante somente do
aumento no volume das células, podendo tambem ser conseqiéncia de uma
provavel hiperplasia. SANDARADURA & BENDER (1983) observaram que ©
aumento no numero de células da mucosa intestinal (renovacdo celular), de ratos
que receberam dieta com feijdo cozido, foi aproximadamente o dobro daquela
observada em dieta com caseina. Esse resultado também foi confirmado quando
os autores determinaram o teor de nitragénio € DNA nas fezes de ratos em dieta de
feijfio comparado com dieta de caseina.

Por outro lado, para a capacidade de sintese protéica, medida atraveés
da relagdo entre teor de RNA e proteina do intestino delgado (MARTINEZ et ali,
1995), os valores obtidos para os tratamentos ndo foram estatisticamente
diferentes, apesar dos animais com dieta de feijao apresentarem um valor 23,6% e
13,9% maior do gue 0 grupo com caseina e ervilha, respectivamente, como pode

ser visto na Tabela 9.

Tabela 9 - Proteina, RNA total, capacidade de sintese protéica ( RNA /Proteina) e
radioatividade total do intestino delgado de ratos em dietas contendo caseina,
feijdo-comum e ervilha, apés seis dias de tratamento

Tratamsento Prot.Total D> RNA Total Dp* RNAxProt.” bp* FRadioat, Dp~
(mg) {1g) (ugxmg™) (uCh)

Caseina 421 31,1 15,9 1,63 37.8 1.68 0,16 0,02

Feijao 43+ 55,5 22 8% 343 48 8 8,83 0,34*> 0,08

Ervitha 497 28,5 20 0% 1,13 41,1 1,16 0,245 0,02

MNota: Médias seguidas por *** diferem em relagio ao comtrole (Caseina) pelo Teste de Dunnett ao nivel de
significincia de 0,05,
* DP: desvio padrfio da média de cinco ratos por tratamento.
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Com relagdo 2 radioatividade do intestino delgado obtida atraves da
administracéo intraperitoneal de SH-uridina e “H-desoxicitidina no rato, duas horas
antes do sacrificio, pode-se notar que os animais submetidos & dieta com feijao
apresentaram uma maior radioatividade seguido pelo grupc com ervitha quando
comparado ao controle com caseina. A radioatividade incorporada ao intestino
delgado dos ratos em dieta com feijéo chegou a ser 112,5% maior do que o grupo
com caseina. J& para a dieta com ervitha, a radicatividade foi 50,0% maior em
relacio ao controle; quando se compara as leguminosas entre si, observa-se que a
dieta com feij@o foi responsavel por 41,7% a mais de radioatividade no ID de ratos.

Considerando que a uridina & nucleosideo precursor da molécula de
RNA e a desoxicitidina do DNA, esses nucleosideos também podem ser
metabolizados no organismo a outros derivados tais como coenzimas, compostos
fosfatados de alta energia como UTP (uridina) e CTP (desoxicitidina). Podendo
ainda serem transformados em outros nucleosideos como a uridina que, perdendo
seu H da posigéo & CH) e dando entrada a um grupo metil, fransforma-se em
timidina que pode ser incorporada ao DNA, ou ainda a uridina pode ser convertida
aos nucleotideos citidina e desoxicitidina, retendo o ’H na posicao 5, podendo ser
incorporado ac DNA (SCHAER et alii, 1969, MARTIN, 1982). Enguanto que a
desoxicitidina com a entrada de um radical hidroxila passara para citidina,

nucleosideo precursor do RNA.

FAIRWEATHER-TAIT et alii (1983) verificaram um aumento de 35%
na atividade de *H e de DNA na mucosa do intestino delgado de ratos alimentados
com feijdo cozido injetado intraperitonealmente com *H-timidina, comparado a0
controle com caseina, sugerindo um moderado aumento na proliferagdo celular,
Porém, segundo esses autores, isto ndo é devido, necessariamente, ag CoNsSUMoO
de feijgo, pois essas mudancas também podem ser observadas em animais que
ingerem dietas ricas em polissacarideos néo digeriveis. Qutros autores também
observaram alteracdes na proliferacéo celular da mucosa do intestino delgado em
animais consumindo fibra alimentar (BROWN et alii, 1879, CASSIDY et alii, 1981,
EARNESS & SCHENEEMAN, 1982; JACOBS, 1983), entretanto essas mudancas
ndo dependem somente da quantidade mas também da gualidade da fibra presente
na dieta (JACOBS, 1983). J& SOUTHON et alii (1985) acreditam gue o tamanho
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das particulas da parede celular dos vegetais na dieta € importante por seu
gstimulo mecénico direto sobre a mucosa intestinal causando a elevacdo na
esfoliacdo celular. Alternativamente, os constituintes da parede celular de vegetais
(fibra alimentar) ou talvez os produtos de seu metabolismo pela flora intestinal,
podem exercer estimulo bioquimico para divisao celular (efeito tréfico).

Dados obtidos no presente estudo indicam aumento na mucosa
intestinal, que pode ser verificado tanfo pela massa do érgéo como pelas
determinacdes bioquimicas de proteina, RNA e pela radioatividade. Como ja foi
citado anteriormente, outros autores também chegaram aocs mesmos resultados
usando modelo com ratos ingerindo dietas com feijfo cozido (BENDER &
MOHAMMADIHA, 1981; FAIRWEATHER-TAIT et alii, 1583, SANDARADURA &
BENDER, 1983, JALALI, 1992).

A partir dos resuitados obtidos tanto no balanco nitrogenado como
também ao nivel de mucosa intestinal, pode-se notar gque 0s animais que
receberam dieta contendo ervilha comportaram-se de modo diferente em relagéo
aos animais em dieta contendo feijiio. O gue poderia explicar tal fato é que,
possivelmente, a proteina de ervilha tenha melhor qualidade nutricional que a de
feijgo, verificado através da menor excrecdo de nitrogénio fecal, maior
digestibilidade e valor biolégico (HUISMAN et alii, 1992, DOMENE & OLIVEIRA,
1093: AUCELIO, 1995), e menor efeito sobre a mucosa intestinal como ja discutido
neste trabalho. A leguminosa ervitha tem menor teor de fatores antinutricionais e
fiora alimentar e melhor qualidade protéica (GRIFFITHS, 19884), guando
comparada a outras leguminosas como Vicia faba L. e Phaseolus vulgars L.
(MARTINEZ et alii, 1985).

4.2.2 - Incorporagao de *H-triptofano as Secregbes Digestivas

Na tabela 10 e figura 5 encontram-se 0s resultados obtidos neste
ensaio relativos & massa corpdrea e para matéria seca, proteina e radioatividade
total do contetido gastrintestinal (estdmago e intestino delgado). Nota-se uma
diferenca significativa para a varidvel matéria seca do contelido gastrintestinal,
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sendo que 0s animais que receberam, via orogastrica, suspensdo com farinha de
feijdo cozido e liofilizado apresentaram maior conteldo gastrintestinal, seguido
pela ervilha, respectivamente 52 e 34% a mais que os animais controle (caseina).

Em relacdo a proteina total a diferenga entre os tratamentos néo foi
significativa, como pode ser cbservade na Tabela 10 e figura 5. A quantidade de
proteina administrada via orogastrica para o0s trés tratamentos foi idéntica
(100 mg), procurou-se também obter a mesma massa por volume para as
suspensbes através da adicéo de amido de milho, evitando assim um possivel
efeito do teor protéico efou da quantidade de matéria seca e volume da suspensao
administrada, aos ratos, nas secregfes digestivas.

Tabela 10 - Massa corporal e, quantidade, teor de proteina e radioatividade total do
contetido gastrintestinal de ratos obtido duas horas apds intubacio orogastrica
com 100mg de proteinas provenientes de caseina, feijdo-comum e ervilha,
marcados via intraperitoneal com “H-triptofano. '

Tratamento Mas. Corp. Dp Cont.Gast. pp* Prat. Total ppP* Radioat. D
(@ (mg) (mg) uCh

Caseina 72,0 3,35 270 62.2 828 19,5 1,08 0,37

Feifdo 74,3 422 412% 1,7 79,0 8,7 0,64 0,22

Ervitha 71,8 5,53 362+ &60.8 84,8 12,2 0,82 0,53

hota: Médias seguidas por ™ diferem em relagio ao Confrole {(Caselna) pele Teste de Duninit 20 nivel de significincia de G056,
* DP: desvio padrio para meédia de seis animais por fratarmento.

Segundo CORRING et alii (1989), o volume da refeiggo, a quantidade
de proteina (TWOMBLY & MEYER, 1961), ou ainda se essa ¢ intacta ou
proteclisada, o teor de amido e gordura e, até mesmo a presenca de fibra ou de
algum outro fator antinutricional na dieta, pode levar a alteragbes nas secregfes
digestivas, principalmente pancredtica. Entretanto, o tempo para adaptagdo
pancreatica & mudangas na dieta pode levar 24 horas de acordo com DAGON &
LAHAIE (1981) ou de 5 a 7 dias como proposto por BOZKURT & HABERICH
(citados por CORRING et alii, 1989). Por outro lado, no presente experimento, ndo
foi feito nenhuma adaptacdo prévia do organismo ao alimento administrado, uma
vez que os animais foram sacrificados duas horas apos intubagéo orogastrica com
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as suspensdes em estudo. O maior volume do quimo gastrintestinal encontrado
para os ratos que receberam suspens&do com leguminosa pode indicar tanto um
esvaziamento gastrico mais lento em relagdo a caseina como verificado por
OLIVEIRA et alii (1988), como também uma menor digestibilidade e absorcéo dos

nutrientes presentes nestas leguminosas.
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Figura 5 - Matéria seca e quantidade de proteina total do conteado
gastrintestinal de ratos, duas horas ap6s intubagdo orogastrica

com 4 ml de suspenséo protéica (100 mg proteina) de caseina
(controle), feijao-comum ou ervilha.

De acordo com LOW (1990) o tamanho das particulas do alimento, a
viscosidade, a osmolaridade e a presenca de acidos organicos e graxos, proteinas
ou aminoacidos e agucares (principalmente amido e polissacarideos nao
digeriveis), interferem no esvaziamento gastrico. Quanto ao tamanho das
particulas das suspensdes utilizadas, tentou-se homogeneiza-las passando por um
tamis a 100 mesh. As suspensdes de leguminosas apresentaram-se mais viscosas
do que a de caseina, devido a maior solubilidade da proteina de feijao e ervilha em
solugdo salina a 0,9%, sabendo-se que a maior fragao protéica dessas
leguminosas é a globulina (altamente soluvel em solucdo salina diluida), que
corresponde de 40-60% da proteina total em feijoes (OSBORN, citado por REYES-
MORENO & PAREDES-LOPEZ, 1993) e ervilhas (GUEGUEN & BARBOT, 1988); e
também a presenca de fibra soltvel como pectina e goma da propria semente

(HUGHES, 1991), 0 que nao se encontrava na suspensdo com caseina.
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Em relacdo a acidos graxos, as leguminosas como o feljdc ¢ ervitha
tém um baixo teor, em torno de 2 a 3%. (DOMENE, 1990; AUCELIO, 1995).
Portanto, o que poderia estar implicado no possivel esvaziamento mais lento para
leguminosas € a maior viscosidade da suspens@c e a presenga de material
indigerivel como fibra alimentar (LEEDS, 1982). Durante o fratamento térmico
podem ocorrer reagbes do tipo Maillard ou complexacdo de varias substancias
presentes nas sementes de leguminosas, o que faz com que as mesmas sejam
mais lentamente digeridas pela dificuldade das enzimas digestivas em se ligar aos
seus sitios de acao no alimento.

Existem evidéncias de gue as fibras alimentares e seus derivados
podem exercer efeitos agudos e cronicos sobre a biodisponibilidade de nutrientes
no trato gastrintestinal. Como efeito agudo, as fibras viscosas com pectina e goma
guar podem interagir diretamente com as enzimas digestivas, seus derivados
também afetam absorgéio de nutriente, talvez por se associarem a superficie da
mucosa interferindo no transporte de nutrientes (SOUTHGATE, citado por
CALVERT et alii,1985). Segundo LEEDS (1982) , isto é ocasionado por varios
mecanismos, dentre os quais incluem efeitos sobre pH gastrico e intestinal,
esvaziamento gastrico, tempo de trénsito intestinal e composicdo do contetudo
luminal. Os resultados obtidos por CALVERT et alii (1985) utilizando modelos com
ratos , 0s quais receberam dieta basal acrescida de fibra alimentar, confirmam que
essa substancia quando presente na dieta pode interferir no processe normal de
digestdo e absorgdo de nutrientes organicos via efeito intraluminal mais do que a
diminuicio absoluta da atividade enzimatica da superficie dos vilos.

A proteina encontrada no iimem gastrintestinal € uma mistura de proteina
alimentar com as de origem enddgena (secrecgdes digestivas, descamagbes da
mucosa intestinal, bactérias da flora intestinal, etc). Segundo NASSET & JU (1861)
e NASSET (1965), a proteina exdgena no intestino delgado é misturada varias
vezes com a protelna endogena, chegando a diluicdo de 4 vezes (caes) a 6-7
vezes {ratos) como foi verificado por NASSET & JU (1961), através da intubacao

géstrica com caseina marcada em caes ¢ ratos.

No presente estudo os valores obtidos para proteina total (alimentar
mais endégena) foram semelhantes para os trés tratamentos (Tabela 10 e figura 5),
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apesar da variabilidade individual do animal dentro do mesmo fratamento.
Lamentavelmente, ndo foi possivel separar 0 nitrogénio enddgeno do exdgeno
neste experimento, ndc se podendo, desde modo, fazer qualquer sugestéo a
respeito da participagio efetiva do nitrogénio endogeno para nitrogénio fotal
encontrado no trato gastrintestinal (estdmago e intestino delgado). Entretanto,
OLIVEIRA et alii (1988) verificaram, em ratos intubados via orogastrica com feijgo
enriquecido com SN ou proteina isolada, que a diluigio isotdpica duas horas apos
intubac@o indica uma maior proporgéo de nitrogénic endbgeno (41-73%) no
estdmago de ratos gue receberam proteina de feijao comparado com 5% para ratos
infubados com caseina. Enquanto que, para o intestino delgado nao foi encontrado
nenhuma diferenga na proporgdo nitrogénio endégeno e total entre os ratos que
receberam proteina de feijio ou caseina. Devido a quantidade minima de quimo
gastrico recuperado duas horas apds a intubacdo, este foi adicionado ao contetido
intestinal, para se obter um volume que permitisse as andlises bioquimicas e de

radioatividade proposias.

Para obter a radioatividade do contetdo gastrintestinal, os animais
foram injetados, via intraperitoneal, com *Hriptofano duas horas antes do
sacrificio, com © objetivo de marcar as enzimas digestivas. De acordo com
HANSSON & BLAU (citados por OCHOA-SOLANO & GITLER, 1868), aminoacidos
radioativos injetados via intravenosa, s&o rapidamente incorporados as proteinas
do pancreas, aparecendo proteina marcada nas secrecbes pancreaticas dentro de
uma a duas horas ap0s injecdo do aminodcido marcado. QO triptofano & um
aminoacido essencial e esta presente nas enzimas digestivas mas ,por outro lado,
esse aminodcido pode ser metabolizado no organismo a outros compostos como o
neurotransmissor serotonina, & vitamina niacina ou ainda utilizade para produgio
de energia via ciclo de Krebs (VOET & VOET, 1990). Espera-se que 0 *H-triptofano
tenha sido incorporado preferenciaimente as secrecdes enzimaticas do rato, pois o
tempo entre administracdo do radioisotopo € 0 sacrificio do animal foi de duas
horas, muito pequeno para gue 0 aminoécido marcado fosse incorporadc aos
tecidos epiteliais da mucosa gastrintestinal e perdido para luz do estdmago efou do
intestino delgado como parte das células descamadas. Mas esse aminodcido pode
também ter sido utilizado para sintetizar outras proteinas ou COMO Precursor de

cutras substancias como citado anteriormente.
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Relacionando os valores encontrados para proteina do conteudo Gl
com a radioatividade obtida para a mesma amostra, nota-se que os tratamentos
tiveram respostas semelhantes, no diferindo estatisticamente para as duas
varidveis estudadas (Tabela 10). E importante ressaltar a grande variabilidade
apresentada pelos animais para a variavel radioatividade, como pode ser visto pelo
alto desvio padrdo. O que poderia justificar essa variabilidade nos valores obtidos
dentro do mesmo tratamento é a variagdo na resposta individual de cada animal ao
radioisétopo administrado, ou ainda a uma possivel alteracdo no volume do
radioisétopo injetado de ordem técnica como a seringa utilizada (seringa para
insulina marca B-D, com divisées de 100ulL) juntamente com o pequeno volume do
radioisétopo administrado (150uL por animal), podendo interferir na radioatividade
medida no animal, qualquer microgota que ficasse perdida no pelo do animal ou

mesmo na seringa utilizada.

Entretanto quando se analisa esses dados de radioatividade num
gréfico (figura 6), pode-se notar que os animais intubados com caseina,
apresentaram maior incorporagao de *H-triptofano as secregdes digestivas, inferido
através da maior radioatividade encontrada nesse tratamento, seguido pela ervilha

e feijao-comum.

controle Feijao Ervilha
Tratamento

Figura 6 - Radioatividade média do conteddo gastrintestinal de
ratos duas horas ap6s intubagdo orogastrica em 4 ml de
suspencio protéica (100 mg de proteina) de caseina (controle),
feijdo-comum ou ervilha.
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QOCHOA-SOLANO & GITLER (1968) isolaram uma apreciavel
quantidade de proteina enddgena, peptideos e aminodcidos marcados com
*Se-metionina, do estdmago e do dltimo segmento do intesting delgado de ratos
injetados intravenosamente com metionina radioativa duas horas antes da
alimentacao.

Parg verificar se a maior radioatividade encontrada é seguida pelo
maior teor de proteina total do quimo gastrintestinal foi feito andlise de correlacéo
simples entre os valores obtidos para a radicatividade e proteina total nos trés
tratamentos. Observando a tabela 10, nota-se que os ratos intubados com
suspensdo de feijdio apresentaram maior contelido de proteina total no guimo
gastrintestinal, mas néo foi seguido pelo aumento de radioatividade, o que &
confirmado pela analise de correlaco levemente negativa entre essas duas
varidvels (r= -0,11681), sugerindo que um maior teor protéico encontrado no
conteudo gastrintestinal pode ser proteina alimentar ndo digerida ou ndo
absorvida. Enquantc que a resposta dos animais que receberam caseina foi
inversa, havendo correlagdo positiva (r= 0,70422) entre proteina total ¢
radioatividade, indicando digestao mais répida da proteina da caseina do que das
leguminosas (fefjdo-comum e ervilha) estudadas, a maior radioatividade
encontrada sugere gue no conteddo gastrintestinal de ratos entubados com
caseina ha mais proteina endégena do que exbégena quando comparado com
animais que receberam feijo. A outra leguminosa estudada (ervilha) comportou-se
de maneira semelhante & caseina, apresentando uma fraca correlagdo positiva
{r= 0,1941) entre as varidveis proteina e radicatividade total do contetdo
gastrintestinal. A partir desses resultados pode-se sugerir gue a proteina de ervilha
€ mais rapidamente hidrolisada e absorvida do que a de feijiio. NEWPORT (1979)
e PROTEIN digestion ... (1879) verificaram o aparecimento de nitrogénio sollivel
em acido tricloroacético (TCA) no contetdo gastrico mais rapido para proteinas do
leite do que para proteina de peixe ou soja.

A parlir dos resuitados obtidos neste experimento, pode-se sugerir
que o nitrogénio total elevado no conteudo gastrintestinal para o grupo tratado com
feijgo, ndo € necessariamente de origem enddgena se comparado aos resultados
obtidos para caseina, isto é, as leguminosas ndo exerceram nenhum efeito sobre
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um provavel aumento nas secregbes digestivas. Sabe-se gque sementes de
leguminosas utilizadas em estado cru induzem maior secrecdo de enzimas
digestivas (SGARBIERI et alii 1982; OLIVEIRA et ali, 1988), principaimente
pancreaticas, devido 3 presenca de fatores antinutricionais como inibidores de
tripsina e quimotripsing, nestas sementes. Entretanto, neste experimento, utilizou-
se sementes cozidas, onde esses fatores antinutricionais se encontram inativados,
n&o podendo exercer qualquer efeito sobre as secregles digestivas. Por outro
lado, outros fatores como presenga de proteina intacta ou de peptideos, tipo de
proteina, teor e tipo de fibra alimentar podem exercer importante influéncia nas
secregbes digestivas e na excrecao fecal de nitrogénio endogeno (SKILTON et alii,
1988).

Relacionandc os resultados obtidos neste ensaiv com aqueles
encontrados no primeire, no qual se verificou que, através de medida de matéria
seca, dados bioquimicos (RNA e proteina total) e pela radioatividade (incorporacéo
de nucleosideos marcados gos acidos nuciéicos) do intestino delgado, os ratos
subrnetidos &s dietas cuja fonte protéica sdo leguminosas no estado cozido,
apresentaram maior renovagéo celular, conseqlente maior esfoliacio celular do
epitélio intestinal do que o0s animais controle (gque receberam dieta contendo
caseina). Entdo, pode-se sugerir que, a maior excrecdo fecal de nitrogénio
enddgeno em ratos alimeniados com leguminosas cozidas e devido a elevada
descamacio das células da mucosa intestinal e, que as leguminosas cozidas ndo
aexercem nenhum estimulo sobre as secregdes digestivas em ratos, como verificado

no segundo ensaio.

Sabendo-se que a proteina endogena que estd sendo perdida pelas
fezes de animais que consomem dietas com leguminosas & de alta qualidade e,
gue a proteina dessas leguminosas tém baixo valor nutricional, destaca-se a real
importancia da relac8o entre proteina endogena perdida e alimentar absorvida,
para uma populagdo gue tem como habito uma dieta variada, mas que na sua
maioria tem como principal fonte proteica sementes de  leguminosas,

principalmente os feljbes.
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5. CONCLUSOES

A partir das andélises dos resultados cobtidos nos dois ensaios propostos,
pode-se concluir gue:

1- Os dados obtidos referentes ao teor de proteina & RNA total, juntamente
com a radioatividade incorporada acs acidos nuclsicos da mucosa do intestino
delgado, indicam maior atividade celular da mucosa do intestine delgado de ratos
alimentados com dietas contendo feijdo-comum e ervitha como fonte protéica,
gquando comparados a ratos em dieta cuja fonte protéica € caseina (grupo
controle).

2- Nao ha indicios de gue leguminosas {feijfo-comum e ervitha) ingeridas

em estado cozido tenham algum efeito estimulatdrio sobre as secregbes digestivas.

3- A proteina da caseina € mais rapidamente hidrolisada e absorvida do que
as das leguminosas estudadas.

4- Comparando as leguminosas entre si nota-se que, a proteina da ervilha
tem melhor valor nutricional e é digerida e absorvida mais rapidamente do que a de
faijdo-comum. A dieta contendo ervitha também exerceu menor efeito sobre a

atividade celular da mucosa intestinal guando comparada com o feijao-comurm.

5 - As conclusdes obtidas no presente trabalho, permitem inferir
indiretamente que © aumenio na excregdo fecal de nitrogénio enddgeno,
usualmente observado em ratos mantidos em dietas contendo leguminosas como
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fonte protéica, é devido a elevada descamacio do epitélio intestinal, do que a um

possivel efeito estimulatério sobre as secrecdes digestivas.
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