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RESUMO

A finalidade deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de necrose
hepéatica em ratos Wistar submetidos a dietas deficientes em cistina e
vitamina E, ocorréncia muito citada em artigos realizados na década de 50.
O exame histolégico foi utilizado para avaliar a presenca de necrose
hepatica e a analise da oxidacdo dos lipides hepaticos foi medida pelo
método do &cido tiobarbitarico (TBA). A dosagem de bilirrubina urinaria
também foi utilizada como indicativo da existéncia de necrose hepatica. As
dietas experimentais seguiram a formulacdo da dieta AIN-93G, utilizando-
se como fonte protéica o feijao-comum (12%). A opcéo pelo feijao-comum
foi feita por ser uma fonte de proteina deficiente em aminoacidos
sulfurados, principalmente a cistina, e também um dos alimentos mais
consumidos pela populacdo brasileira. Foram utilizados ratos Wistar
(68,0+13,1g) que foram divididos em 5 grupos experimentais: grupo CO
(controle), que recebeu dieta AIN-93G contendo feijdo-comum como fonte
protéica; grupo DE, que recebeu dieta AIN-93G contendo feijdo-comum
como fonte protéica, porém depletada em cistina e vitamina E; grupo EP,
que recebeu dieta AIN-93G contendo feijao-comum como fonte protéica,
depletada em cistina e vitamina E, com suplementacdo de vitamina E
através do farmaco EPHINAL®, em quantidade equivalente a 50mg/dia da
vitamina; grupo DD, que recebeu dieta AIN-93G contendo feijdo-comum
como fonte protéica, depletada em cistina e vitamina E com suplementacao
de vitamina E através do Destilado da Desodorizagdo do Oleo de Soja
(DDOS) em quantidade equivalente a 50mg/dia da vitamina; grupo AP
(aprotéico), para fins de correcao dos dados. A titulo de monitoramento,
durante o periodo experimental foram avaliados, o ganho de peso dos
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animais, o Quociente de Eficiéncia Protéica (PER), o Quociente de
Conversao Alimentar (QCA) e a digestibilidade protéica. Houve diferenca
significativa entre todos os grupos, para o ganho de peso, o PER e o QCA
(p<0,05) sendo que os menores valores foram encontrados para os grupos
suplementados, possivelmente pela suplementacdo ter ocasionado
saciedade nos animais que, via de conseqliéncia, ingeriram menos dieta.
Com relacdo a digestibilidade corrigida pela dieta aprotéica, verificou-se
que os grupos CO e EP apresentaram o mesmo valor, 59,6%, e superior
aos grupos DE e DD que apresentaram valores de 54,5 e 56,4%
respectivamente, ndo diferindo significativamente. Aos 40 dias e no final
do experimento, 57 dias, os animais tiveram seus figados dissecados e
amostras do lobo lateral esquerdo foram coletadas para exame histoldgico,
sendo o restante dos figados congelados em nitrogénio liquido e liofilizados
para analise de TBA. A analise dos cortes histoldégicos ndo apresentou
alteracdes estruturais entre o figado dos animais dos grupos controle e
experimentais. As concentracOes de TBA foram significativamente maiores
nos animais do grupo DE (46,2+10,3mg/Kg) quando comparadas as dos
demais grupos, o que demonstrou maior nivel de oxidacao hepatica neste
grupo. Os grupos suplementados com vitamina E (EP e DD), apresentaram
protecdo contra a oxidacdo hepatica. Pbéde-se, portanto, concluir que
utiizando estas condicbes experimentais, dietas deficientes em
aminodacidos sulfurados, especialmente a cistina, ndo causaram o

aparecimento de necrose hepética.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the occurrence of
hepatic necrosis in Wistar rats fed on diets deficient in cystine and vitamin
E, an occurrence cited with frequency in articles published in the fifties. A
histological examination was used to evaluate the presence of hepatic
necrosis and the analysis of oxidation of the hepatic lipids was measured by
the thiobarbituric acid (TBA) method. The level of urinary bilirubin was also
used as an indication of the existence of hepatic necrosis. The experimental
diets were formulated according to the AIN-93G diet, using the common
bean (12%) as the protein source. The common bean was chosen since its
protein is deficient in sulfur amino acids, principally in cystine, and is also
one of the food items most consumed by the Brazilian population. Wistar
rats were used (68.0+13.1g) divided into 5 experimental groups: group CO
(control), which received the AIN-93G diet containing the common bean as
protein source; group DE, which received the AIN-93G diet containing the
common bean as protein source, but depleted in cystine and vitamin E;
group EP, which received the AIN-93G diet containing the common bean as
protein source, depleted in cystine and vitamin E but supplemented by
vitamin E in the form of the pharmaceutical EPHINAL® at a rate equivalent
to 50mg/day of the vitamin; group DD, which received the AIN-93G diet
containing the common bean as protein source, depleted in cystine and
vitamin E but supplemented with vitamin E using deodorized soybean oil
distillate (DSOD) at a rate equivalent to 50mg/day of the vitamin; group AP
(aproteic), used to correct the data. During the experimental period, the
following parameters were monitored: weight gain of the animals, protein

efficiency ratio (PER), the food conversion ratio (FCR) and the protein
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digestibility. There was a significant difference between all the groups with
respect to weight gain, PER and FCR (p<0.05) the lowest values being
found for the supplemented groups, possibly because the supplementation
provided a feeling of satisfaction to the animals who consequently
consumed less diet. With respect to digestibility, corrected by the aproteic
diet, groups CO and EP showed the same value, 59.6%, greater than
groups DE and DD which presented values of 54.5 and 56.4% respectively,
not differing significantly. After 40 days and at the end of the experiment (57
days), the livers of animals were dissected and samples from the left lateral
lobe collected for the histological examination, the rest of the liver being
frozen in liquid nitrogen and freeze dried for the TBA analysis. The
histologycal examination showed that there were no structural alterations in
the liver of the control group, as well as in the experimental animals. The
TBA concentration of the group DE (46,2+10,3mg/Kg) showed a higher
level of hepatic oxidation, when compared with the other groups. The
supplemented groups EP and DD presenting protection against oxidation.
Thus it can be concluded that under these experimental conditions, diets
deficient in sulfur amino acids, especially in cystine, do not result in the
appearance of hepatic necrosis.
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1 INTRODUCAO




Introducao

A vitamina E € o mais abundante antioxidante natural responsavel
pela protecdo de membranas celulares contra a peroxidacao lipidica.
Algumas fung¢des da vitamina E tem sido relatadas como um antioxidante,
atuante no metabolismo de acidos nucléicos, proteinas e lipidios, funcao
mitocondrial, produgcdao de hormdnios sexuais, prote¢cdo contra anemia
hemolitica, reducdo de riscos de doencas cardiacas, cancer, doencgas
neuroldgicas e cataratas (TAKUR & SRIVASTA, 1996). A vitamina E é
dividida em 2 grupos distintos, os tocoferdis e os tocotriendis. Ambos os
grupos sao divididos em isémeros, alfa, beta, gama e delta, sendo que a
absorcdo do a-tocoferol acontece em maior grau no organismo, fazendo
com que esta porcado da vitamina E apresente maior importancia biolégica
que as demais (AZZl & STOCKER, 2000). As principais fontes de vitamina
E sdo as sementes oleaginosas como a soja, algoddo, milho, girassol e
gérmen de trigo (SGARBIERI, 1987).

Um dos subprodutos ou residuo da industria do 6leo de soja, o
destilado da desodorizacdo do 6leo de soja (DDOS), é uma fonte com
quantidades consideraveis de vitamina E e vem sendo estudada para ser
utilizada como antioxidante natural em alimentos (HASSAN EL-MALLAH et
alii, 1990), porém o Brasil ainda n&o dispde de tecnologia adequada para a
recuperagao dos tocoferdis a partir do DDOS (ALMEIDA, 2000). Sendo
assim, optou-se por utiliza-lo em sua forma in natura como fonte de

vitamina E neste trabalho.

Na década de 50 foi verificado que ratos submetidos a dietas

deficientes em cistina e vitamina E apresentavam a partir de
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Introducao

aproximadamente 45 dias uma necrose hepética assintomatica, e quando
isso acontecia, era subita e fatal (SCHWARZ, 1954). Desde entdo, nao
foram encontradas referéncias relatando este fato. HARPER et alii (1982)
mencionaram a necrose assintomatica e fatal, porém referindo-se aos

mesmos artigos realizados na década de 50.

O feijao faz parte da dieta basica dos brasileiros, como umas das
principais fontes de proteina ou mesmo como unica fonte protéica de
grande parte da populacdo. Porém, as proteinas de origem vegetal
apresentam qualidade inferior quando comparadas as de origem animal,
com menor digestibilidade e limitagdes de aminoacidos essenciais. Em
especial o feijao é caracterizado pela baixa digestibilidade e deficiéncia de
aminoacidos sulfurados, principalmente a cistina (MODGIL & MEHTA,
1997; SGARBIERI & WHITAKER, 1982), o que o torna uma fonte protéica

adequada as necessidades deste trabalho.

Assim sendo, ndo se conseguindo ter as maos trabalhos mais
atualizados, confirmando ou mesmo desmistificando tal fato, e sendo o
Brasil um dos maiores consumidores de uma fonte protéica deficiente em
cistina, o feijao, houve uma motivacdo na realizacdo deste estudo com o
propdsito de verificar efetivamente a existéncia desta necrose e ainda

avaliar a possivel utilizacdo do DDOS como fonte alternativa de vitamina E.
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Revisao da literatura

2.1 VITAMINA E

A vitamina E tem sido reconhecida como a vitamina antiesterelidade,
desde sua descoberta por Evans & Bishop em 1922, como fator
lipossoluvel em lipides capaz de prevenir a reabsorcédo de fetos em ratas e
a degeneragao testicular em ratos (AZZIl & STOCKER, 2000; SGARBIERI,
1987; PIKE & BROWN, 1984; HARPER et alii, 1982). Além do fator
antiesterelidade, a vitamina E também estd sendo reconhecida como
excelente antioxidante bioldgico que protege membranas celulares e inibe
a oxidacdo dos acidos graxos (MACHLIN, 1984; BURTON et alii, 1983),
além de aumentar a estabilidade oxidativa de 6leos vegetais e gorduras
animais (HAUMANN, 1990).

Segundo TAKUR & SRIVASTA (1996), a vitamina E € o mais
abundante antioxidante lipossoluvel natural responsavel pela protecdo de
membranas celulares contra a peroxidagao lipidica. Algumas fungdes da
vitamina E s&o relatadas como um antioxidante, atuante no metabolismo
de prostaglandinas, no metabolismo de acidos nucléicos, proteinas e
lipidios, funcdo mitocondrial, produ¢cdo de hormdénios sexuais, protecao
contra anemia hemolitica, reducdo dos riscos de doencas cardiacas,

cancer, doencas neuroldgicas e cataratas.

Na auséncia de vitamina E os &cidos graxos insaturados dos
fosfolipides das membranas sdo oxidados, gerando hidroperoxidos
instaveis que iniciam as reagdes de autoxidacdo (BURGEOIS, 1992). O
papel priméario da vitamina E é interromper a cadeia de propagacdo de
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Revisao da literatura

radicais livres, na fase da autoxidacdo lipidica pela doacdo de seu
hidrogénio aos radicais livres perdéxidos (HENNEKENS & GAZIANO, 1993;
MACHLIN, 1987). BLOCK & LANGSETH (1994) relacionaram o efeito da
oxidagao sobre varios estagios de doencas, entre elas incluem-se: cancer
— através do inicio da carcinogénese, promoc¢ao do desenvolvimento de
tumores, mutagénese e transformacdo da divisdo celular; doencas
cadiovasculares, através da oxidacdo das lipoproteinas do sangue e o
desenvolvimento de aterosclerose e efeitos danosos sobre tecidos
ocasionando os ataques cardiacos; catarata — pelos danos oxidativos as

membranas oculares.

A variedade de sintomas de deficiéncia de vitamina E pode ser
devido ao ataque peroxidativo sobre membranas fosfolipidicas, proteinas, e
outras macromoléculas em diferentes tecidos. Os sintomas de caréncia de
vitamina E variam para as diferentes espécies de animais: em coelhos e
cobaias ocorre creatinuria e distrofia muscular, em galindceos observa-se
anomalia vascular, distrofia muscular e encefalomalacia (SGARBIERI,
1987). Na espécie humana a caréncia de vitamina E, ainda que existam
varias observacdes que apresentem evidéncias sugestivas de que tais
fatos possam ocorrer, nenhum quadro clinico comparavel foi
conclusivamente demonstrado. Entretanto, outros sintomas ja foram
relatados, como a degeneracao hepatica e alteragcdes nas funcdes de
membranas plasmaticas, devido ao ataque destrutivo do oxigénio sobre os
lipidios das membranas celulares, o que €, em grande parte, prevenida ao
nivel celular pela agdo antioxidante da vitamina E (PIKE & BROWN, 1984).



Revisao da literatura

A auséncia de vitamina E em ratos provoca uma deple¢ao em varios
tecidos. Alguns tecidos, como o adiposo, figado e muasculo séao
considerados os maiores depdsitos de vitamina E. Contudo estas reservas
presentes nos tecidos ndo podem ser liberadas ou disponiveis para suas
necessidades quando as fontes de vitamina E nas dietas estiverem baixas
ou ausentes. Outros estudos tém confirmado que ratos com dietas
deficientes nesta vitamina sofrem deplecao relativamente rapida no plasma
e figado, lenta no coragdo e muito mais lenta no tecido adiposo (NELSON
et alii, 1980).

A necessidade para a atividade antioxidante da vitamina E depende
até certo ponto do nivel de acidos graxos polinsaturados (AGPI) facilmente
peroxidados na dieta. Quanto maior a ingestdo de AGPI, maior a
necessidade de vitamina E (ROBBINS, 1986). Membranas celulares de
animais ricas em AGPI ficam mais suscetiveis ao ataque oxidativo em uma
deficiéncia de antioxidante, portanto o requerimento de vitamina E fica
aumentado (SGARBIERI, 1982).

A denominacdo tocoferol é derivada das palavras gregas “tokos”
(parto) e “phero” (suportar a dificuldade), mas a importancia biolégica dos
tocoferéis € muito maior do que a etimologia da palavra pode estar
indicando (PIKE & BROWN, 1984). Os compostos que compreendem o
grupo de vitamina E sdo divididos em dois grupos distintos, ambos
derivados de um anel 6-cromanol. O primeiro grupo, os tocoferdis, derivam
do tocol, contém uma cadeia lateral isoprendide saturada de 16 carbonos;
o segundo grupo, os tocotriendis, contém uma cadeia lateral com tripla

insaturacdo. Dentro de cada série, os compostos somente diferem no
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namero e na posicdo de grupos metilo no anel aromatico. Tanto os
tocoferdis como os tocotriendis possuem formas isoméricas, designadas,
alfa, beta, gama e delta. Com relacdo aos tocoferdis, a absorcdo no
organismo € seletiva, com preferéncia ao a-tocoferol, sendo os demais
absorvidos em menor grau (AZZI & STOCKER, 2000).

! [y ]
RI
alpha-tocopherol —CH3 —CHg
beta-tocopherol —CHs —H
gammatocophenl —H —CHz
Jelta-tocopherol —H —H

=] tocotrienols

Figura 1. Estrutura dos isémeros dos tocoferdis e

tocotrienais.

O a-tocoferol € o isdbmero mais largamente distribuido na natureza e
0 mais biologicamente ativo de todos os compostos com atividade
vitaminica E. A atividade antioxidante e bioldgica dos varios isdbmeros dos
tocoferdis sao diferentes, sendo que o d4-tocoferol tem somente 50% da

atividade do a-tocoferol, apesar de ser a principal forma existente na dieta
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humana (KAYDEN & TRABER, 1993). O B e o y-tocoferol possuem
respectivamente 40% e 10% de atividade em relagdo ao a-tocoferol. Os
tocoferdis sado potentes antioxidantes e funcionam, pelo menos em parte,
protegendo outros nutrientes, como a vitamina A e os acidos graxos
poliinsaturados da degradacao oxidativa (SGARBIERI, 1987).

A vitamina E é encontrada principalmente em plantas e, em altas
concentracdées, em sementes oleaginosas como a soja, algodao, milho,
girassol, e gérmen de trigo. Oleos de oliva, coco e amendoim apresentam
teores baixos desta vitamina. Os tecidos animais, bem como frutas e
hortalicas em geral, também apresentam pequenas quantidades de
vitamina E. Nos alimentos ou nas dietas contendo vitamina E, o teor é
expresso em “mg de equivalente de o-tocoferol”. Os tocoferdis estado
presentes em 6leos de sementes, folhas e outras partes verdes de plantas
superiores. O o-tocoferol é encontrado principalmente dentro dos
cloroplastos, enquanto os demais homoélogos estdo fora deles (HESS,
1993). Os tocotriendis ao contrario ndo se encontram nas partes verdes, e
sim, no gérmen e farelo de sementes de cereais (COMBS, 1992). O teor de
vitamina E total e sua distribuicdo nos alimentos s&o variados dependendo
da espécie, variedade, estado de maturagdo, meio ambiente onde se
cultiva a espécie, forma de colheita, processamento e armazenamento.
Alimentos de origem animal geralmente sdo pobres em tocoferdis, pois
nesses organismos sua concentracdo depende da alimentacdo do animal
(BAUERNFEIND, 1980).
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A crescente utilizacdo dos tocoferdis como antioxidante se deve ao
fato do aumento continuo do consumo de produtos naturais por parte da
populacdo mundial. A aplicacdo desses compostos nos alimentos, como
forma de manter a sua estabilidade oxidativa, economicamente ¢é
desvantajosa quando comparada ao emprego de antioxidantes sintéticos.
Além dos niveis de dosagem necessarios serem mais elevados (cerca de 3
vezes mais), os tocoferdis também sao caros quando comparados ao mais
caro dos antioxidantes sintéticos (ALMEIDA, 2000). Apesar destes fatores,
as industrias de 6leos e/ou gorduras tém sido pressionadas pelos
consumidores a buscar fontes naturais alternativas aos antioxidantes
sintéticos, principalmente apds o ano de 1990, quando o butilato de
hidroxianisol (BHA) foi indicado como sendo um composto carcinogénico,
em testes realizados com animais de laboratorio pela International Agency
for Research in Cancer. O consumo mundial de tocoferbis, como
antioxidante, foi estimado em 150 toneladas anuais (HAUMANN, 1990).

2.2 DESTILADO DA DESODORIZACAO DO OLEO DE SOJA (DDOS)

Os 6bleos vegetais passam por um processo de refino que consiste
basicamente em degomagem, neutralizacdo, branqueamento e
desodorizacdo, resultando em varios subprodutos que eficientemente
recuperados podem alcancar alto valor comercial. Um desses subprodutos
€ o destilado da desodorizacao do 6leo de soja (DDOS), obtido na etapa de
desodorizacao do 6leo de soja. Este subproduto ou residuo, corresponde a
0,1 a 0,4% da massa original do éleo (ALMEIDA, 2000).
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A desodorizacdo de 6leos comestiveis € um processo que remove
substancias volateis que conferem odor e sabor indesejaveis ao éleo. Este
procedimento é geralmente conduzido em uma corrente de vapor, sob
vacuo e temperaturas elevadas. As principais substancias removidas nesta
etapa sdo hidrocarbonetos, tocoferdis, esterdis, &cidos graxos e
acilglicerois (HASSAN EL-MALLAH et alii, 1990). Devido ao seu alto
conteudo de tocoferdis totais, 8,5 a 12,4% encontrados por AUGUSTO
(1988) e 9,5 a 11,2% encontrados por ALMEIDA (2000), o DDOS vem
sendo estudado no sentido de ser utilizado como antioxidante natural em
alimentos (HASSAN EL-MALLAH et alii, 1990). WATSON & MEIRHOEFER
(1976) citam a utilizacdo do DDOS como suplemento alimentar para
animais. Em Israel este residuo € utilizado como aditivo alimentar em racao
para aves (SHEABAR & NEEMAN, 1987). No Brasil, algumas pesquisas ja
foram realizadas utilizando DDOS. DIAZ (1987) testando este residuo
como antioxidante na farinha de sardinha, em substituicdo aos produtos
sintéticos comumente usados em ingredientes e ragdes animais, observou
que o nivel de apenas 1% de adicao foi suficiente para retardar a oxidacao
lipidica por um periodo de 150 dias de armazenamento contra 45 dias sem
aditivos.

O Brasil embora seja um pais potencialmente rico em fontes de
tocoferdis, ndo dispbe de tecnologia adequada para sua producao
industrial. A tecnologia para recuperagao de tocoferois a partir do DDOS
pertence a empresas multinacionais e € mantida em segredo industrial ou é
patenteada pelas mesmas. Atualmente, o DDOS é exportado como um
subproduto e retorna ao Brasil como um produto de alto valor comercial,

que sdo os concentrados de tocoferdis ou vitamina E, para uso da industria
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farmacéutica, cosmética e de ragdes. Somando-se a isto, ha uma
tendéncia atual no aumento da preferéncia ao uso de antioxidantes e
vitaminas naturais, sendo que, a vitamina E natural leva a vantagem em
relacdo a produzida sinteticamente por possuir potencial biolégico mais
elevado (ALMEIDA, 2000).

2.3 FEIJAO-COMUM (Phaseolus vulgaris, L.)

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), é uma das leguminosa mais
produzidas e mais consumidas mundialmente, além de ser a principal fonte
de proteina das familias de baixa renda distribuida pelo mundo inteiro
(HUGES et alii, 1996).

O elevado custo para a producdo de proteina de origem animal
reflete-se no aumento da producdo de fontes protéicas de menor custo
para o consumo humano, com énfase para as proteinas de origem vegetal.
Porém, as proteinas vegetais, apresentam menor qualidade, quer seja pela
baixa digestibilidade, limitagdo de aminoacidos sulfurados ou ainda pela
presenca de substadncias comprometedoras da biodisponibilidade das
proteinas e minerais (MODGIL & MEHTA, 1997; SGARBIERI &
WHITAKER, 1982; CARPENTER, 1981). Segundo DESHPANDE &
NIELSEN (1987), a digestibilidade é determinada pela presenca de fatores
antinutricionais, estrutura da proteina, complexacdo da proteina com
amido, hemiceluloses e outros minerais. O conteudo protéico encontrado
no feijao varia de 16 a 33% (SGARBIERI & WHITAKER, 1982). A
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digestibilidade protéica € baixa, cerca de 65% (MARQUEZ & LAJOLO,
1991; SGARBIERI, 1989).

A composi¢ao de aminoacidos do feijao-comum (Phaseolus vulgaris,
L.) tem sido estudada por inumeros pesquisadores. Os resultados
encontrados de maior énfase foram: a quantidade limitante de aminoacidos
sulfurados como a metionina e a cistina, a baixa concentracéo de triptofano
e a alta concentracdo de lisina (SGARBIERI, 1989). Este mesmo autor
encontrou 0,84-1,509/100g de proteina para a metionina e tragos-
1,299/100g de proteina para a cistina ao analisar 120 variedades de
Phaseolus vulgaris. Ainda, analisando esta mesma espécie, OLIVEIRA
(1986) encontrou 1,09/16g N para a metionina e 0,39/16g N para a cistina,
no cultivar Carioca 80, utilizado no presente trabalho. Por estes resultados,
optou-se pelo feijdo-comum para ser utilizado como fonte protéica nas

dietas experimentais.

2.4 FISIOLOGIA DO FIGADO

No organismo, o figado além de atuar na defesa, no sistema
hormonal e ser reservatorio de sangue, é a sede dos processos
bioquimicos relacionados com o metabolismo de nutrientes (JONG, 1997).
O figado do rato é dividido em quatro lobos: o mediano, o lateral direito, o
caudal e o cranial. A fissura profunda do mediano auxilia sua identificacao
assim como a fissura do lateral direito que é parcialmente dividido em
porcao caudal e cranial. O lobo caudal caracteriza-se por ser pequeno e
estar encaixado ao redor do es6fago (BAKER et alii, 1979).
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As diversas zonas do figado podem apresentar diferentes funcdes.
As células da zona periportal participam da glicélise anaerdbica, enquanto
as da area centroglobular sao particularmente importantes no metabolismo
aerdbico dos hidratos de carbono. Os hepatdcitos perfazem cerca de 60%
do peso do figado e tem vida média de 191 a 453 dias (SASSE et alii,
1992). Segundo JUNGERMANN (1992), o hepatdcito € a célula que tem
mais fungdes no organismo, e esta diversidade funcional é refletida em sua
estrutura. Segundo ele as funcées do hepatdcito se dividem em quatro
grandes funcbes: 1) Centro do metabolismo, através da captacdo e
liberacdo de glicose, producdo de corpos cetbnicos, producao de uréia,
captacdo e liberagdo de aminoacidos, processamento de lipides,
biossintese e biodegradacido, sintese e degradacdo de proteinas
plasmaticas e formacdo de bile. 2) Centro de defesa: através do
metabolismo de xenobibticos, fagocitose e eliminacdo boquimica de
moléculas estranhas e agregados macromoleculares, eliminacéo de células
tumorais. 3) Posto de controle do sistema hormonal: através da inativacéo
e eliminagdo de hormdnios mediadores e sintese e liberacdo de (pro)
horménios. 4) Reservatério de sangue: estoque de sangue ativo e passivo.

2.5 CONSTITUICAO HISTOLOGICA DO FIGADO

O hepatdcito, principal célula formadora do figado, apresenta forma
relativamente prismatica onde duas de suas faces sao adjacentes aos
sinusdides e as outras se relacionam com os canaliculos biliares ou estao

em contato com a face da célula vizinha. O hepatécito apresenta
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numerosas microvilosidades com forte atividade enzimatica confirmando o
papel ativo da membrana na secrecao e absorcao. Na face de contato com
o hepatécito vizinho a superficie da membrana é relativamente lisa com
poucas digitacbes e cavidades. Nos cortes histoldégicos o citoplasma do
hepatécito ndo € homogéneo contendo granulos e vacuolos. Em condicbes
normais, as células hepaticas armazenam glicogénio em quantidades que
variam de acordo com a dieta, com o estado nutricional, com 0 sexo e com
a espécie animal (CAMARGO et alii, 1978).

As células hepaticas se agrupam em placas que se anastomosam
entre si formando os chamados I6bulos hepaticos. Os I6bulos hepaticos
sao divididos entre si por vasos e tecido conjuntivo que sao as regides que
ocupam o0s cantos dos poliedros, as quais se convencionou chamar de
espacos porta. Cada espaco porta apresenta no seu interior uma vénula e
uma arteriola, que sao ramos da veia porta e da artéria hepatica, um ducto
biliar e vasos linfaticos, envoltos por uma bainha de tecido conjuntivo. No
I6bulo, a células hepaticas ou hepatécitos dispde-se em placas orientadas
radialmente. Essas placas celulares sdo perfuradas e, freqlientemente,
anastomosam-se, dando ao Iébulo hepatico um aspecto esponjoso. O
espaco que fica entre as placas de células hepaticas € ocupado por
capilares sinuséides chamados sinusoides hepaticos, que sao capilares
de paredes revestidas por dois tipos celulares: as células endoteliais tipicas
dos capilares sanguineos e macréfagos que, neste 6rgao, sdo chamados
de células de Kupffer. Estas células sao estreladas, de nucleo oval,
grande, e nucléolo evidente. Apresentam intensa atividade fagocitaria,
onde ocorre a fagocitose de hemacias em via de desintegracdo, com a
consequente digestdo da hemoglobina e producéo de bilirrubina. O capilar
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sinusdide hepatico apresenta-se envolto por um delicado arcabouco de
fibras reticulares. O estreito espago que separa as paredes dos capilares
sinusodides dos hepatécitos chama-se espaco de Disse. E neste espaco
que se encontram as células armazenadoras de lipidios, as quais
armazenam vitamina A em suas goticulas lipidicas. O revestimento dos
capilares sinusoides do figado n&do é continuo, havendo orificios na sua
parede, o que permite a livre passagem de macromoléculas do interior do
sinusdide para o espacgo de Disse e dai para as células hepaticas. Assim,
os hepatocitos tém livre acesso as substancias que circulam nos
sinusdides. Nos sinusdides, desembocam ramos capilares terminais da
artéria hepatica que trazem oxigénio para o parénquima hepatico. No
centro do lébulo, observa-se uma veia, a veia centrolobular, onde
desembocam os capilares sinusdides (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

2.6 NECROSE HEPATICA

As células hepaticas estdo expostas a freqlentes alteracdes
bioquimicas ou morfolégicas, pois recebem em primeira mao, substancias
da absorcao intestinal (COELHO, 1971). A necrose hepatocelular, morte do
hepatocito, € achado freqlente e marcador fundamental de hepatopatias
agudas ou cronicas. E de fundamental importancia sua localizagdo zonal,
extensdo e duracdo, definindo assim padrdes diagndsticos de doencas
hepaticas. Na necrose focal ha destruicdo de hepatdcitos isolados ou em
pequenos agrupamentos. Devido ao rapido desaparecimento das células
hepaticas, a necrose focal é identificada pela presenca de agregados

linfomononucleares bem delimitados em meio aos quais sdo vistos ou néo,
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restos celulares. Este tipo de necrose geralmente isolada e esparsa
compreende preservagao do restante dos hepatdcitos, como na hepatite
cronica persistente. As necroses focais podem atingir por vezes proporcoes
avantajadas em condicdes como a febre tifdide e formas graves de hepatite
reativa nao-especifica. Na necrose lobular macica, a destruicao
hepatocelular acomete I6bulos inteiros, levando ao colapso do arcabouco
reticular e a aproximagéao de tratos portais vizinhos. A necrose submacica é
um padrdo de necrose que poupa areas do lébulo hepatico, levando,
entretanto, a confluéncia de zonas de necrose com colapso consequente
do arcabouco reticular e formagdo de pontes que unem estruturas
vasculares adjacentes entre si. Em tais pontes, a depender da gravidade
do processo, podem se depor varios tipos de colageno formando septos
que contém anastomoses portossistémicas intra-hepaticas e que podem,
na evolugcdo do processo, delimitar areas de regeneragdo com padrao
nodular, constituindo-se terreno propicio para o desenvolvimento da cirrose
hepatica (GAYOTTO & ALVES, 1995).

As lesdes hepéticas, principalmente em niveis histopatolégicos, tém
sido relatadas em vérias espécies. Na maior parte das espécies as lesdes
apresentam acumulo de lipofuscina ou pigmento cerdide. A lipofuscina é
um lipopigmento enddgeno, nao derivado da hemoglobina, que se acumula
nas fibras do miocéardio e células hepaticas nas doencas degenerativas e
de senescéncia. No coracao e figado, o pigmento causa mudanca de cor
descrita como atrofia parda, que produz diminui¢cdo global da viscera,
manifestando atrofia celular difusa. Macroscopicamente, o figado
apresenta cor parda escura, contraido e diminuido de peso (ROBBINS,
1986). A presenca de lipofuscina é altamente caracteristica na deficiéncia
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de vitamina E, sendo reconhecida por ser proveniente da autoxidagao in
vivo dos &cidos graxos polinsaturados (DAM & GRANADOQOS, 1945 citados
por PIKE & BROWN, 1984).

Segundo SCHWARTZ (1954), certas dietas pobres em proteinas,
especialmente em aminoacidos sulfurados (cistina, em particular), segundo
se verificou, produzem uma necrose hepatica macica, aguda, nos animais
em experimentacdo. A deficiéncia de vitamina E aumenta os efeitos
necroticos das dietas, ao passo que a adicdo da vitamina E exerce acao
preventiva da necrose. Os ratos mantidos com dieta deficiente
desenvolvem a lesdo hepatica fatal subitamente (dentro de poucas horas
ou dias), depois de um periodo latente assintomatico que dura, em média,
45 dias. Segundo FITE (1954), o figado pode parecer normal no 33°dia e
necroético no 34°

A acdo protetora da cistina contra a degeneracdo hepatica foi
descoberta por WEICHSELBAUM em 1935, e confirmada por DAFT e
colaboradores em 1942, e HOCK e FINK em 1943. Além da cistina, outro
agente de protecdao ja citado, € a vitamina E, que foi elucidado entre 1941 e
1944 por SCHWARZ e confirmadas por GYORGY e colaboradores em
1947 (SCHWARZ, 1954).

SCHWARZ (1951) testou o efeito protetor da vitamina E e da L-
cistina contra necrose hepatica em animais submetidos a dietas depletadas
nessas substancias. Ele utilizou 152 animais submetidos a dieta
necrogénica; destes, 145 morreram de necrose hepatica, sendo que o

primeiro animal morreu no 22°dia e o ultimo no 83° dia, sendo que a média
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de sobrevivéncia dos animais foi de 45 dias. A suplementacéo de L-cistina
foi testada em diferentes concentracbes, e seu efeito protetor foi
aumentando a medida que a concentracdo foi sendo aumentada, até uma
completa protecdo, conseguida com 1% de L-cistina na dieta. Quanto a
vitamina E, seu efeito protetor também foi testado em concentracées
gradativas, e esta teve seu efeito completo com 5mg de acetato de o-
tocoferol por dia (SCHWARZ, 1951).

HOFFBAUER & WITTEMBURG (1954) realizaram estudo com 31
ratos submetidos a dieta necrogénica. Estes animais tiveram suas urinas
coletadas a partir do 20° dia experimental, para an alise da presenca de
bilirrubina, que foi utilizada como marcador da presenca de necrose
hepatica. A medida que a bilirrubina foi aparecendo, os animais passaram
a ser suplementados com tocoferol intramuscular (12,5mg) e adicionado a
dieta (1mg). Dos 31 animais, 14 ndo apresentaram bilirrubina na urina,
assim nao receberam suplementacao, apresentando necrose massiva fatal
entre 28°e o0 58°dia. Quatro animais que iniciaram suplementagao apés
ser constatada a presenca de bilirrubina na urina, entre o 33°e o 40°dia,
morreram ap6s 48 horas do inicio da suplementagdo, apresentando
necrose massiva. Os 13 animais restantes, também suplementados com
tocoferol apds a constatacdo da presenca de bilirrubina na urina, entre o
30° e o0 46° dia, foram sacrificados no 163° dia, de stes, 12 animais
apresentaram cicatrizes pos-necréticas. Estas cicatrizes apresentaram-se
mais proeminentes na superficie do lado esquerdo do lobo lateral. Estes
mesmos autores utilizaram suplementacéo de cistina (20mg de cistina para
8g de dieta/dia) apdés a presenca de bilirrubina na urina dos ratos
submetidos a dieta necrogénica. Foram utilizados 25 animais, dos quais 12
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nao apresentaram bilirrubina na urina, morrendo sem suplementagao, com
presenca de necrose massiva entre os dias 42° e 60°; 5 animais que
receberam suplementacdo apo6s a bilirrubina positiva, morreram com
necrose entre os dias 4 e 96 apds o inicio da suplementacdo. Os 8 animais
restantes foram sacrificados no 162°dia, destes, 7 apresentavam cicatrizes
pds-necréticas e entre eles, 3 apresentavam sinais de necrose
hemorragica. As areas de necrose foram mais observadas nas margens
livres dos lobos, nas areas de contato com outras visceras e nos lobos

menos espessos (FITE, 1954).

Apoés estes trabalhos realizados na década de 50, somente se pode
ter as maos uma mencao feita por HARPER et alii (1982).

2.7 PEROXIDACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre os seres vivos ja eram
conhecidos no final do século XIX, quando foram descritas alteragcdes no
tecido pulmonar apds exposicao a altas tensdes do gas (LORRAIN-SMITH,
1899 citado por LIMA et alii, 2002). Estes efeitos toxicos sdo resultado da
oxidagcdo de componentes celulares como tidis, cofatores enzimaticos,
proteinas, nucleotidios e lipidios, principalmente acidos graxos
poliinsaturados (AGPI), por acdo de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio, conhecidas como Radicais Livres (RL) (MENEGHINI, 1987).

Os RL sado formados durante processos biolégicos normais e
patoldgicos, podendo causar danos as células e aos tecidos. Um RL é
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qualquer espécie capaz de existéncia independente que contenha um ou
mais elétrons desemparelhados (GUTTERIDGE & HALLIWEL, 1994). As
espécies reativas do oxigénio incluem todos os radicais do oxigénio, como
0 anion radical superéxido (O;™), hidroxila (OH") e peroxila (RO,"). O &cido
hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio (H.O,), oxigénio singlete ('O,)
e 0zbnio (O3), sdo espécies nado radicalares, mas podem facilmente levar a
reacbes mediadas por radicais livres nos organismos vivos. Nas espécies
reativas do nitrogénio estdo incluidos, além do peroxinitrito (ONOO™), o
6xido nitrico ("NO) e o radical di6xido de nitrogénio (NO,"). Os radicais
livres estao relacionados com varias doencas, incluindo cancer, doengas
hepéticas, aterosclerose e envelhecimento. Na maioria das vezes esta
relacdo se da pela propriedade que os RL tem de reagir com &cidos graxos
poliinsaturados (AGPI), servindo como iniciadores do processo de
peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) (MENEGHINI, 1987).

A lipoperoxidacdo pode ser definida como uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo do RL sobre os lipides das membranas
celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos
de troca metabdlica e, numa condicdo extrema a morte celular (BENZIE,
1996). Basicamente, a LPO é a incorporacdo de um oxigénio molecular em
um AGPI para produzir hidroperdéxidos como produto primario inicial. Nos
sistemas bioldgicos, a LPO pode ocorrer por duas vias: uma enzimatica,
envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases e a peroxidacdo nao
enzimatica (autoxidacao) que envolve a participacdo de espécies reativas
de oxigénio, metais e outros radicais livres (AL MEHDI et alii, 1993).
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O processo da LPO pode ser dividido em etapas: iniciagao,
propagacao, re-iniciacao (in vivo) e terminacao, como mostra a Figura 2. A
fase de iniciagdo representa o inicio da peroxidacdo, onde uma espécie
radical Re pode abstrair um hidrogénio atdmico de um substrato lipidico
(LH) resultando na formacdo de uma espécie alquila (Le). A segunda
etapa, a propagacao ocorre entre o radical alquila (Le) formado e um
oxigénio (O,), formando um radical lipidico peroxila (LOQe). Este radical
peroxila pode reagir com outro substrato lipidico (LH), formando um novo
radical alquila (Le) e um hidroperéxido (LOOH). Ja a fase de re-iniciacéo,
ocorre quando um hidroperéxido (LOOH), na presenca de metais de
transicdo, como o ferro (Fe?*), reage formando um radical alcoxila (LOe) ou
na presenca de metais de transicdo oxidados (Fe®"), formando um radical
peroxila (LOQe). As duas espécies radicais formadas, LOe e LOQe, podem
re-iniciar a peroxidacado lipidica pela interacdo com outros substratos
lipidicos, formando novas espécies alquilas (Le). A Ultima etapa da reagao,
a terminacéo, pode ocorrer através da interacao entre dois radicais peroxila
(LOOQe), formando produtos estaveis, ou através da reacao entre um radical
peroxila (LOOe) e um inibidor (IH), formando um novo hidroperoxido
(LOOH) e um radical inibidor estavel (KRINSKI, 1988).
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FIGURA 2
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Antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem danos
oxidativos as moléculas alvo, dentre as mais importantes estdo a
superéxido dismutase, a glutationa peroxidase, a vitamina E e a vitamina
C. Todas as células presentes nos organismos vivos sdo potencialmente
alvos para o dano oxidativo. A acdo dos antioxidantes sobre essas
moléculas pode acontecer de varias formas: 1) capturando espécies
derivadas do oxigénio, utilizando enzimas cataliticas ou por reacdes
quimicas diretas; 2) minimizando a formacédo de espécies derivadas do
oxigénio; 3) quelando ions metalicos necessarios para converter espécies
menos reativas (como O, e H,O,) em espécies com reatividade maior
(como OH®); 4) reparando danos causados aos alvos; 5) destruindo
moléculas alvo muito danificadas por novas moléculas. Os tocoferois
(vitamina E) inibem a peroxidagdo lipidica por serem captadores de
radicais lipidicos peroxila, fazendo isso de forma mais rapida do que os
radicais peroxila possam reagir com as cadeias laterais de acidos graxos
adjacentes ou com proteinas de membranas. Como € possivel visualizar
na Figura 3, o grupo -OH do a-tocoferol doa seu atomo de hidrogénio ao
radical peroxila (LOQe), formando um radical o-tocoferila (a-Te) e um
hidroperéxido. Em uma segunda reagao, o radical a-tocoferila (a-Te) reage
com outro radical peroxil (LOOe) formando um produto estavel. Portanto, o
o-tocoferol é um antioxidante “chain dreaking”, ele quebra a reagdo de
cadeia da peroxidacao lipidica, sendo ele mesmo convertido a um radical
durante o processo em que a vitamina E é utilizada (PORTER et alii, 1995;
GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1994).
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FIGURA 3
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Aldeidos sdo formados sempre que hidroperéxidos sao
metabolizados em sistemas biolégicos e a identificagdo e quantificacao
destes compostos da um indice indireto do dano oxidativo resultante da
peroxidacdo lipidica. O dialdeidomaldnico € o mais abundante aldeido
formado durante a peroxidacdo lipidica e sua determinacdo € feita pela
medicdo da intensidade da cor de produtos formados pela reacdo com
acido tiobarbiturico (TBA). Este método € um dos mais utilizados em
estudos de peroxidacdo lipidica. Neste teste, uma molécula de
dialdeidomalénico reage com duas moléculas de TBA produzindo um
pigmento rosa, que € detectado em absorbancia maxima entre 532 e
535nm (BROWN & KELLY, 1996).
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3.1MATERIAL

3.1.1 Fontes Protéicas

Utilizou-se feijdo-comum (Phaseolus vulgaris, L.) cultivar IAC-Carioca
(anteriormente denominado Carioca 80 e Carioca 80 SH), proveniente do
Centro de Producédo de Material Propagativo do Instituto Agronémico de
Campinas, SP. O feijao foi previamente macerado em agua 1:3 e cozido
em panela de pressdo doméstica com a agua de maceracao, por 40
minutos apds a exaustdo do ar e formacdo de fluxo continuo de vapor,
congelado em freezer doméstico (temperatura —20C) e posteriormente
liofilizado, sendo entdo moido (80 mesh) para realizacdo das andlises e

formulagdes das dietas experimentais.
3.1.2 Animais para experimentacao

Foram utilizados 40 ratos albinos machos da linhagem Wistar, recém-
desmamados (21 dias), proveniente do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), SP.

3.1.3 Fontes de vitamina E

> Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja (DDOS), proveniente de
Granol Industria e Comércio S.A.
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> EPHINAL® (Acetato de DL-a-tocoferol), proveniente de Produtos

Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.
3.2 METODOS
3.2.1 Determinacoes quimicas
3.2.1.1 Composicao centesimal

3.2.1.1.1 Proteina Bruta

O nitrogénio foi determinado no feijao cozido e liofilizado e nas dietas
prontas por método semi-micro Kjeldahl (AOAC, 1975) utilizando-se 5,4
como fator de conversdo de nitrogénio para proteina no feijao (MOSSE,
1990).

3.2.1.1.2 Lipideos Totais

Foram extraidos e determinados segundo o método de BLIGH &

DYER (1959), utilizando como solventes, cloroférmio, metanol e agua.
3.2.1.1.3  Fibra Bruta

A fibra bruta foi determinada segundo método de Scharrer e
Kirschner, descrito por ANGELUCCI et alii (1987), utilizando &cido nitrico,
acido tricloroacético e acido acético para hidrélise.
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3.2.1.1.4 Umidade

A determinacdo da umidade foi realizada por gravimetria, utilizando
estufa a 105C até peso constante (PEARSON, 1976).

3.2.1.1.5 Cinzas

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

3.2.1.1.6 Carboidratos

Determinados por diferenca, utilizando a formula: 100- (proteinas +
lipideos + fibra bruta + cinzas + umidade).

3.2.1.2 Determinacao do aminograma do feijao-comum

A determinacdo do aminograma foi feita por hidrdlise acida em
aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo PCX
3100, Pickering Laboratories, com separagao de troca idnica e reacao pos-
coluna com ninidrina, segundo a metodologia descrita por SPACKMAN et
alii (1958).
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3.2.1.3 Determinacao de vitamina E

A vitamina E foi determinada pelo método descrito por CONTRERAS-
GUZMAN & STRONG Il (1982), através de método espectofotométrico
apos reacdao com ions cupricos e complexacdo dos ions cuprosos com

2,2’biquinolina (cuproina).

3.2.1.4 Determinacao de bilirrubina na urina

Determinada por meio de “kit” para analise de urina proveniente de
TECO DIAGNOSTICS (ndo era especificada na bula nem os reagentes,
nem o principio do método).

3.2.1.5 Determinacao da oxidacao de lipides hepaticos

Foi utilizado o método descrito por SINNHUBER & YU (1958) o qual
baseia-se na determinacdo de produtos da degradacdo secundaria da
oxidagao de lipides pela reagcdo com acido 2-tiobarbiturico (TBA); o método
mede a intensidade da cor desenvolvida a 535nm, quando o material
contendo lipides insaturados oxidados, é colocado em reagcdo com o acido
2- tiobarbiturico em meio 4cido; a intensidade da cor é uma medida da
formagcao de um pigmento vermelho composto por 2 moléculas de TBA e 1
de malonaldeido, que é um produto da degradacdo secundaria da
autoxidacao de lipides.
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3.2.2 Exame histoldgico

O exame foi realizado em fragmentos de figado fresco, mais
especificamente do lobo esquerdo, que foram fixados em solugcdo de
paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M, por 48 horas, seguido de
desidratacdo em série crescente de alcool etilico até alcool absoluto,
clarificacdo em xilol, empregnacdo em parafina/xilol com inclusédo e
emblocagem a 58C em “Paraplast plus” (mistura de p arafina, polimeros
plasticos e dimetil-sulféxido). Os blocos foram cortados em espessura de
5um em micrétomo rotatério manual JUNG AG, modelo 1130, e cerca de 3
cortes foram colocados em cada Ilamina. Apds foi realizada
desparafinizagdo com  xilol, hidratacdo e  coloragdo com
Hematoxilina/Eosina (HE), segundo metodologia descrita por BEHMER et
alii (1976), e as laminas foram fotografadas no microscépio NIKON
ECLIPSE modelo E800 com filme Kodak Gold colorido de 100 asas.

3.2.3 Ensaio Bioldgico
3.2.3.1 Dietas experimentais e tratamento

As dietas experimentais foram elaboradas segundo o “American
Institute of Nutrition” (REEVES et alii, 1993) seguindo a formulacdo da dieta
AIN-93G, a excecao do teor de proteina que foi utilizado 12% (GOENA et
alii, 1989; SANTIDRIAN et alii, 1988; PELLET & YOUNG, 1980) e da fonte
protéica que foi utilizado feijdo comum cozido e liofilizado. As dietas foram
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preparadas de forma a se apresentarem isoprotéicas (12,4+0,6) e
isocaldricas (394,8 Kcal/100g de dieta).

Os animais foram divididos em 5 grupos: 4 grupos contendo 7
animais cada, e um grupo que era formado por 12 animais para dissecacao
do figado em tempos intermediarios. Os grupos corresponderam aos

seguintes tratamentos:

» Grupo CO (Controle): dieta AIN-93G com teor de proteina de 12% e

fonte protéica feijao-comum, cozido e liofilizado.

» Grupo DE: dieta AIN-93G com teor de proteina de 12% e fonte
protéica feijao-comum cozido e liofilizado, porém depletada em

vitamina E e cistina.

» Grupo EP: dieta AIN-93G com teor de proteina de 12%, fonte
protéica feijao-comum cozido e liofilizado, depletada em vitamina E e
cistina, e com suplementagcdo de vitamina E pelo método de
gavagem através do farmaco EPHINAL®(0,5mL) em quantidade

equivalente a 50 mg/dia de vitamina E por rato.

» Grupo DD: dieta AIN-93G com teor de proteina de 12%, fonte
protéica feijao-comum cozido e liofilizado, depletada em vitamina E e
cistina, e com suplementacdo de vitamina E pelo método de
gavagem através do Destilado da Desodorizagdo do Oleo de Soja —
DDOS (0,5mL), em quantidade equivalente a 50mg/dia de vitamina E

por rato.
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> Grupo AP (aprotéico): dieta AIN-93G com sua quantidade de
proteina  substituida proporcionalmente por amido, amido
dextrinizado e sacarose.
As formulacdes das dietas utilizadas, misturas mineral e vitaminica
estdo descritas nas Tabelas 1, 2 e 3. Dietas e agua foram oferecidas
a vontade.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentais utilizadas no ensaio

bioldgico.
Ingredientes (g/Kg de dieta) Dietas

Controle* Depletada** Aprotéica™**
Feijao-comum 659,3 659,3 -
Amido de milho 135,1 135,1 524 1
Amido dextrinizado 447 447 173,8
Sacarose 33,9 33,9 131,6
Oleo de soja 70,0 70,0 70,0
Fibra (celulose) 6,5 6,5 50,0
L-cistina 3,0 - 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,014 0,014 0,014
Mistura Mineral’ 35,0 35,0 35,0
Mistura Vitaminica' 10,0 - 10,0
Mistura Vitaminica sem vit.E' - 10,0 -

* Dieta com fonte protéica feijao-comum (12%)

** Dieta com fonte protéica feijdo-comum (12%) e depletada de L-cistina e vitamina E

*** Dieta Aprotéica, em que o teor de proteina foi substituido por amido, amido dextrinizado e
sacarose

! Misturas Mineral e Vitaminica estéo descritas nas Tabelas 2 e 3
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Tabela 2. Mistura mineral segundo a formulacao da AIN-93G, utilizada

nas dietas experimentais.

Minerais

Quantidades (g/Kg de mix)

Carbonato de Calcio
Fosfato de Potassio

Citrato de Potassio Tribasico

Cloreto de Sadio

Sulfato de Potassio
Oxido de Magnésio
Citrato Férrico

Carbonato de Zinco
Carbonato de Manganés
Carbonato Cuprico

lodeto de Potassio
Selenato de Sodio
Paramolibdato de Amoénio
Metassilicato de Sodio
Sulfato de Potassio e Cromo
Cloreto de Litio

Acido Borico

Fluoreto de Sédio
Carbonato de Niquel
Vanadato de Amonio

357,00
196,00

70,78
74,00
46,60
24,00
6,06
1,65
0,63
0,30
0,01
0,01025
0,00795
1,45
0,275
0,0174
0,0815
0,0635
0,0318
0,0066

35



Material e Métodos

Tabela 3. Mix vitaminico segundo a formulacao da AIN-93G, utilizado

nas dietas experimentais.

Vitaminas Quantidades (g/Kg dieta)
Mix vitaminico com vit. E Mix vitaminico sem vit.E
Acido Nicotinico 30mg/Kg 30mg/Kg
Pantotenato 15mg/Kg 15mg/Kg
Piridoxina 6mg/Kg 6mg/Kg
Tiamina 5mg/kg 5mg/kg
Riboflavina 6mg/Kg 6mg/Kg
Acido Félico 2mg/Kg 2mg/Kg
Vitamina K 750ug/Kg 750ug/Kg
D-biotina 200ug/Kg 200ug/Kg
Vitamina B, 25ug/Kg 25ug9/Kg
Vitamina A 4000UI/Kg 4000Ul/Kg
Vitamina E 75Ul/Kg -

* Mix vitaminico segundo a formulagcdo da AIN-93G

3.2.3.2 Procedimento experimental

O ensaio bioldgico foi realizado no Laboratério de Ensaios Bioldgicos
do Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricio (DEPAN) da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, onde os animais
permaneceram em gaiolas metabdlicas individuais, recebendo dieta e agua
a vontade. As condigdes ambientais do laboratério eram de 22+2T de
temperatura, umidade relativa de 50-60% e ciclo de claro e escuro de 12
horas. O projeto desta dissertacdo foi aprovado pelo Comité de Etica para
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas (protocolo n°167-1).
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O ensaio biolbgico teve duracdo de 65 dias, dos quais 8 dias foram
utilizados para aclimatagao dos animais ao ambiente e crescimento. Neste
periodo os animais receberam dieta ndo purificada de férmula fechada
Nuvilab CR-1 autoclavavel da NUVITAL Nutrientes Ltda. Durante os 57
dias seguintes, foi realizado o experimento propriamente dito, onde nos
primeiros 4 dias, o0os animais passaram pela adaptacdo as dietas
experimentais e as suplementacdes. Durante o periodo experimental foram
calculadas a Digestibilidade Aparente e Corrigida pela Dieta Aprotéica das
proteinas dietéticas, assim como o Quociente de Eficiéncia Protéica (PER)
e o Quociente de Conversdo Alimentar (QCA). Os animais tiveram
acompanhamento de evolucao ponderal e de consumo de dieta a cada 4
dias.

Nos tempos 0, lembrando que o tempo 0 foi contado do inicio da
adaptacéo, 7, 14 e 21, a bilirrubina urinaria foi monitorada, e a partir do 21°
dia, a monitoragao passou a ser feita num intervalo de 3 dias até o final do

experimento.

No 33°e 40°dia, foram sacrificados 2 animais par a dissecag¢ao dos
figados e observacdo anatbmica, e o restante dos animais tiveram seus
figados dissecados no final do experimento para realizagdo dos exames
histoldgicos e do valor TBA.
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3.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varianca
ANOVA e teste de confronto de médias — teste de Tukey, utilizando o
“software” estatistico “The SAS system” versao 6.10, considerando p<0,05
como probabilidade minima aceitavel para diferenga entre as médias.
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4.1 Determinagoes Quimicas

4.1.1 Composicao Centesimal

As analises da composicdo centesimal do feijdo-comum foram
realizadas no minimo em ftriplicata e os resultados estédo
demonstrados na Tabela 4, estando de acordo com outros autores
(OLIVEIRA et alii, 2001; MENDEZ et alii, 1993; SGARBIERI, 1989).

Tabela 4. Composicao centesimal do feijao-comum (Phaseolus
vulgaris, L.) cultivar IAC-Carioca cozido e liofilizado, utilizado

como fonte protéica nas dietas experimentais.

Componente Percentagem’
Proteinas 18,25+0,23
Lipideos 2,45+0,05
Fibra bruta 6,610,27
Umidade 2,83+0,12
Cinzas 3,54+0,02
Carboidratos™ 66,36

Solidos totais 97,16+0,15

Os resultados representam a médiatdesvio-padrao (n=3)
Determinados por diferenca
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4.1.2 Aminograma do feijao-comum (Phaseolus vulgaris, L.)
cultivar IAC-Carioca

Os resultados obtidos na analise do aminograma do feijao-
comum cozido e liofilizado estdo demonstrados na Tabela 5, estando
de acordo com OLIVEIRA (1986) que encontrou para a metionina
1,09/16gN e para a cistina 0,3g/16gN, tendo trabalhado com o0 mesmo
cultivar de feijao utilizado neste trabalho.

A recomendacdo de aminoacidos sulfurados segundo a Food
and Nutritional Board (1975) é de 2,6%. Foi encontrado no feijado, um
total de aminoacidos sulfurados de 1,17%, tornando este, uma fonte
protéica deficiente nestes aminoacidos, mais ainda levando-se em
conta a biodisponibilidade de metionina de 57% apresentada por
TEZOTO & SGARBIERI (1990), que estendendo-se para a cistina,

torna o cultivar uma fonte protéica perfeita a ser utilizada.
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Tabela 5. Composicao de aminoacidos do feijao-comum
(Phaseolus vulgaris, L.) cultivar IAC-Carioca utilizado no
experimento e padrao aminoacidico para proteinas de alta
qualidade, preconizada pela “Food and Nutrition Board”, USA,
1975.

Aminoacidos % Padrao aminoacidico* (%)
Acido aspartico 12,75

Treonina 4,18 3,5
Serina 5,83

Acido glutamico 16,08

Prolina 8,19

Glicina 4,24

Alanina 4,59

Valina 5,13 4,8
Cistina 0,47

Metionina 0,70

Aminoacidos sulfurados** 1,17 2,6
Isoleucina 4,06 4,2
Leucina 8,01 7,0
Tirosina 2,53

Fenilalanina 5,54

Aminoacidos aromaticos*** 8,07 7,3
Lisina 6,77 5,1
Amonia 1,77

Histidina 2,59 1,7
Arginina 6,65

*FOOD AND NUTRITIONAL BOARD (1975)
** cistina + metionina

*** tirosina + fenilalanina
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4.1.3 Determinacao de vitamina E

O valor médio encontrado na determinacdo de vitamina E
presente no Destilado da Desodorizacdo do Oleo de Soja (DDOS) foi
11,410,659 de tocoferdis totais por 100g de amostra, estando de
acordo com os valores encontrados por ALMEIDA (2000) e AUGUSTO
(1988), 9,5-11,2% e 8,5-12,4% respectivamente. J& para o Ephinal®
considerou-se a quantidade indicada pela empresa fornecedora do

mesmo, 400mg de DL-a-tocoferol por capsula.

4.1.4 Determinacao de Bilirrubina na urina

A determinacao da bilirrubina na urina dos animais experimentais
foi realizada nos tempos 0, 7, 14, 21 e a partir deste ultimo, a cada 3
dias até o final do experimento seguindo-se a referéncia de
SCHWARZ (1954) que utiliza a bilirrubina como um marcador da
presenca de necrose no figado, porém, ndo foi detectada em nenhum

dos tempos a presenca de bilirrubina na urina dos animais.

4.1.5 Determinacao da oxidacao dos lipides hepaticos

A necrose hepatica esperada como resultado a ser observado

nos animais submetidos a dieta depletada em cistina e vitamina E,
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visivelmente nao foi observada, assim sendo, determinou-se a
oxidagdo dos lipides do figado, especulando-se uma possivel
alteracdo nao visivel no érgdo. Os resultados da oxidacdo do figado
liofilizado, calculados através das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados das determinacoes de TBA nos figados
liofilizados dos animais submetidos aos seguintes tratamentos:
CO: dieta controle - AIN-93G na forma integra com fonte protéica
feijao-comum a 12%; DE: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-
comum a 12% e depletada de cistina e vitamina E; EP: dieta AIN-
93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E e suplementada com EPHINAL®; DD: dieta
AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E e suplementada com DDOS.

DIETA TBA (mg dialdeidomal6nico/Kg de amostra)
co 25,7+5,4°
DE 46,2+10,3%
EP 24,3+3,9°
DD 34,4+11,5°

"Os resultados representam a média+desvio-padréo (n=7)
ab.e.d) otras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)

Observando a tabela acima, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos controle (CO), suplementado com Ephinal® (EP) e
suplementado com DDOS (DD), embora o valor encontrado para o

grupo DD tenha sido maior, 0 que mais uma vez sugere-se ser devido
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a presenca de substancias quimicas ja comentadas que podem estar
comprometendo a atividade plena da vitamina E presente no DDOS.
Ja o grupo que recebeu dieta depletada em vitamina E e cistina
apresentou o maior valor de TBA, com diferenca significativa entre os
demais grupos, 0 que esta de acordo com estudos feitos por
CHIARELLO et alii (1998), que utilizou a analise de TBARS para
quantificar a oxidagdo dos lipides hepaticos em ratos submetidos a
dietas deficiente em vitamina E e suplementada com vitamina E, tendo
como resultado um maior valor de TBARS para a dieta com
quantidade deficiente de vitamina E, conferindo assim a agao protetora

desta vitamina a oxidacao lipidica.

4.2 Exame histolégico

Conforme descrito anteriormente, foram retiradas amostras do
lobo esquerdo do figado dos ratos no inicio do experimento (T0), no
quadragésimo dia de experimento (T40) e no qUinquagésimo sétimo
dia, tempo final do experimento (T57). Considerando-se a constituicdo
histolégica normal do figado, as fotomicrografias apresentadas em
sequiéncia (Figuras 2 a 11) apresentaram Iébulos hepaticos normais, a
disposicdo dos hepatdcitos em traves, ndo sendo observado em
nenhum caso acumulo de tecido conjuntivo, indicando fibrose, e nem
mesmo a presencga de células necréticas em nenhuma das situagdes

estudadas.
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FIGURA 4 - Fotomlcrograﬂa de ﬂgado [Grupo Controle), tempo final (57 dias),
mostrando parte de um I6bulo hepatico com veia centro lobular (seta) e espaco
porta (seta vazada). HE. 90X.

FIGURA 5 - Detalhe da ﬁgura anterior mosuando um espaco porta com todos
seus elementos, vénulas (V), arteriolas (A) e ducto biliar (B). Além disso, observa-
se as traves de hepatdécitos. HE. 180X.



FIGU 6 - Fotomicrografia figado (Grupo EP), tempo final (57 dias),
mostrando parénquima hepatico com veias centro lobulares (setas) em detalhe.
HE. 90X.

FIGURA 7 - Fotomicrografia de figado (Grupo EP), tempo final (57 dias),
mostrando espago porta com seus elementos, vénula (V), ductos biliares (B) e
traves de hepatécitos. HE. 180X



FIGURA 8 - Fotomicrografia de figado (Grupo DD), tempo final (57 dias),
mostrando parénquima hepatico com veia centro lobular (setas). HE. 90X.

e ; o

FIGURA 9 — Detalhe da figura anterior. Notar a veia centro lobular e as traves de
hepatécitos (setas vazadas) entremeados por sinuséides hepaticos (seta). HE.
180X.



x -

FIGURA 10 - Fotomicrografia de figado (Grupo DE), tempo i iario (40 dias),
mostrando veia centro lobular (seta). HE. 90X.
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FIGURA 11 - Detalhe da figura anterior mostrando veia centro lobular (seta) e
traves de hepatécitos (seta vazada). HE. 180X.



FIGURA 12 - omic fia de figado (Gru
mostrando veias centro lobulares (setas). HE. 90X.

vazadas) e espacos sinusdides (setas). HE. 180X.



Resultados e Discussao

4.3 Ensaio Bioldgico

Na Tabela 7 sdo apresentados, respectivamente, os resultados de
ganho de peso e consumo de dieta, utilizados para calculo do Quociente
de Eficiéncia Protéica (PER) e Quociente de Conversao Alimentar (QCA),
assim como os respectivos resultados de PER e QCA.

Tabela 7. Ganho de peso (g), consumo de proteina (g), Quociente de
Eficiéncia Protéica (PER) e Quociente de Conversao Alimentar (QCA),
em 28 dias, das dietas experimentais, CO: dieta controle - AIN-93G na
forma integra com fonte protéica feijao-comum a 12%; DE: dieta AIN-
93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de cistina e
vitamina E; EP: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a 12%
e depletada de cistina e vitamina E e suplementada com EPHINAL®;
DD: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a12% e depletada
de cistina e vitamina E e suplementada com DDOS.

Ganho de peso Consumo de P

Grupos (9) (9) PER QCA

co 105,6+10,7° 55,7+4,3° 1,940,1*  0,2440,02°
DE 53,4+13,5° 40,545,1° 1,3£0,2° 0,15+0,02°
EP 26,2+8,2° 29,145,1° 0,940,2° 0,11+0,02°
DD 17,8+5,7° 29,6+4,1° 0,6+0,1¢  0,07+0,02°

‘Os resultados representam a média+desvio-padréo (n=7)
ab.c.d) otras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05)
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Para o tratamento aprotéico obteve-se uma perda de peso média de
15,3+2,4g. Entre os demais grupos experimentais observou-se diferenca
significativa (p<0,05) com relacdo ao ganho de peso. O grupo C mostrou o
maior ganho de peso, seguido do grupo DE, EP e DD, como é mostrado na
Figura 14. O consumo de proteina apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos nesta mesma sequiéncia, com exceg¢ao dos
grupos EP e DD que nao diferiram entre si.

A diferenca entre o grupo CO e os demais com relacdo ao ganho de
peso pode ser justificada por este grupo estar recebendo AIN-93G na sua
forma integra, apenas com fonte protéica modificada para feijdo-comum
diferindo dos demais animais que receberam dietas depletadas. Com
relacdo a diferenca entre os grupos DE, EP e DD, supbe-se que as
suplementacdes de vitamina E oferecidas aos grupos EP e DD, sendo
estas de origem lipidica, tenham causado saciedade aos animais, fazendo
com que estes tenham apresentado um menor ganho de peso,
conseqUéncia de um menor consumo de dieta. Nao foram utilizadas
suplementacdes placebo para os grupos CO e EP por nédo ter sido
encontrada uma fonte lipidica liquida isenta de vitamina E para este fim.

Observa-se também que entre os grupos suplementados, EP e DD,
s6 houve diferenca significativa (p<0,05) com relacdo ao ganho de peso, o
que pode estar sugerindo a possivel presenca de algum fator
antinutricional ndo identificado no DDOS que tenha interferido no
aproveitamento da dieta, visto que nao houve diferenca com relagdo ao
consumo de dieta; entretanto, péde-se constatar a ndo existéncia de
toxicidade do DDOS, inclusive n&o tendo ocorrido nenhum obito.
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FIGURA 14. Evolucao ponderal dos ratos durante 4 dias de
adaptacao as dietas experimentais, sequidos de 28 dias para
calculo do Quociente de Eficiéncia Protéica (PER) e Quociente de
Conversao Alimentar (QCA), onde os animais foram pesados hum
intervalo de 4 dias e submetidos aos seguintes tratamentos: CO:
dieta controle - AIN-93G na forma integra com fonte protéica
feijao-comum a 12%; DE: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-
comum a 12% e depletada de cistina e vitamina E; EP: dieta AIN-
93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E e suplementada com EPHINAL®; DD: dieta
AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E e suplementada com DDOS.

Os resultados de PER e QCA mostraram diferenca significativa
(p<0,05) entre todos os tratamentos, sendo que, 0 maior valor encontra-se
no grupo CO seguido do DE, EP e DD. Assim como para o ganho de peso
e consumo de dieta, as suplementacdes lipidicas utilizadas como fonte de
vitamina E causaram a diminuicdo dos indices PER e QCA, provavelmente

devido a saciedade causada pelas suplementacbes, o que pode ser
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confirmado por HUGHES et alii (1996) que utilizou em seu experimento
feijao-comum (Phaseolus vulgaris, L.) como fonte protéica e teve como
resultado para o PER, valor igual a 1,9+0,05, estando de acordo com o
grupo CO, o qual ndo recebeu suplementacdo. As diferencas de PER e

QCA sao melhores visualizadas na Figura 15.
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FIGURA 15. Quociente de Eficiéncia Protéica (PER) e Quociente de
Conversao Alimentar (QCA), durante 28 dias, dos seguintes grupos
experimentais: CO: dieta controle - AIN-93G na forma integra com
fonte protéica feijao-comum a 12%; DE: dieta AIN-93G com fonte
protéica feijao-comum a 12% e depletada de cistina e vitamina E; EP:
dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E e suplementada com EPHINAL®; DD: dieta AIN-
93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de cistina e
vitamina E e suplementada com DDOS. As letras a, b, c e d
demonstram diferenca significativas (p<0,05) entre os grupos.
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Apresenta-se na Tabela 8 os resultados referentes a digestibilidade
aparente (DA) e digestibilidade corrigida pela dieta aprotéica (DC) das
dietas experimentais, calculadas durante 4 dias de balanco de nitrogénio

dos animais.

Tabela 8. Digestibilidade aparente e digestibilidade corrigida pela
dieta aprotéica (%) apés 4 dias de balanco de nitrogénio nos animais
submetidos aos seguintes tratamentos: CO: dieta controle - AIN-93G
na forma integra com fonte protéica feijao-comum a 12%; DE: dieta
AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a 12% e depletada de
cistina e vitamina E; EP: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-
comum a 12% e depletada de cistina e vitamina E e suplementada
com EPHINAL®; DD: dieta AIN-93G com fonte protéica feijao-comum a

12% e depletada de cistina e vitamina E e suplementada com DDOS.

Dietas Digestibilidade aparente’ Digestibilidade corrigida’
co 56,7+2,6° 59,6+2,5%

DE 50,8+1,5° 54,5+1,7°

EP 54,2+3,6%° 59,6+3,8°

DD 51,3+3,2° 56,4+2,8%°

"Os resultados representam a média+desvio-padréo (n=7)
ab.c.d) otras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05)

Quanto a absorcéo (digestibilidade corrigida), embora o resultado do
grupo suplementado com DDOS (DD) apresentasse valores menores, ndo
houve diferenga significativa (p>0,05) com relagao ao grupo CO. Ja quando
se fala em metabolismo intermediario (PER e QCA) (Tabela 7) as

diferencas apresentaram significancia (p<0,05), o que mostrou que a acao
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do DDOS se deu mais intensamente ao nivel de aproveitamento de
aminodcidos, justificando as diferencas ja citadas de ganho de peso entre
0s grupos suplementados EP e DD e a n&o existéncia de diferenca entre o

consumo de proteina destes mesmos grupos.

A digestibilidade da safra deste cultivar IAC-Carioca mostrou-se
menor em relacido a outras safras ja trabalhadas no Laborat6rio do DEPAN
(OLIVEIRA, 2001); isto se pode justificar por fatores edafoclimaticos ou de
adubacdo, mas os dados estdo de acordo com SGARBIERI (1996), que
cita a digestibilidade do feijao em torno de 60%.

Com relagdo a digestibilidade corrigida, a suplementacdo com a
vitamina E comercial - EPHINAL® (EP) mostrou diferenca significativa
somente com o tratamento DE. Ja o grupo suplementado com DDOS (DD)
apresentou uma digestibilidade sem diferenca significativa do grupo que
recebeu a vitamina purificada (EP). A efetividade da vitamina E como
protetor a oxidagdo dos lipides hepaticos, conforme demonstrado pelos
valores de TBA, apresentados na Tabela 6, foi menor para o grupo
suplementado com DDOS (DD), quando comparado ao grupo
suplementado com EPHINAL® (EP). Portanto, tanto o aproveitamento da
dieta, NPR e QCA (Tabela 7) como a acéao vitaminica E do DDOS parece
estar sendo afetada por fatores antinutricionais ao nivel de metabolismo

secundario.
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e A vitamina E presente no Destilado da Desodorizacdo do Oleo de
Soja (DDOS), embora com efeito inferior a forma de farmaco
(EPHINAL), mostrou-se eficiente na protecdo a oxidacdo dos lipides
hepéticos; por outro lado, o DDOS em sua forma bruta néo
apresentou toxicidade aos ratos. Entretanto, provavelmente por
razdes de saciedade, os ratos suplementados apresentaram menores

valores de ganho de peso e indicadores de qualidade protéica.

e A bilirrubina nao foi detectada em nenhum momento na urina dos

animais, durante os 57 dias de experimento.

e (O exame histolégico mostrou figados sem alteragcao estrutural, o que
comprovou que nas condicdes experimentais que foram utilizadas,
dietas deficientes em cistina e vitamina E ndo causaram necrose

hepatica nos animais.
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