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RESUMO

A presente tese teve como objetivo verificar a influén-
cia do feij3o (Phaseolus vulgaris) cozido, como fonte pro-
téica, na quantidade de nitrogénio endégeno fecal de ratos
Wistar, como também estabelecer a origem deste material
através da marcag3do de proteinas e acidos nucléicos dos ra-
tos, respectivamente, com SH-aminoédcidos e 3H-nucleosideos.

Realizou-se trés ensaios de balang¢o de nitrogénio em
ratos Wistar, previamente jejuados e adaptados a dieta,
adrede marcados em suas proteinas mediante injeg¢3o intrape-
ritonial de I~[5-3H]-arginina-monocloridrato, [2-3H]-glicina
ou DL-[4,5-3H]-leucina, em dose unica de 42-45 uCi por rato,
e colocados em dietas de feijdo cv. Carioca 80, feijéo cv.
Aeté 3 ou caseina, com teor protéico de 10% e aprotéica.
Isto permitiu comparar as excregdes enddgenas de nitrogénio
fecal e urinario dos ratos nas diversas dietas balanceadas
utilizadas. Visando uma andlise mais confidvel e como um mo-
nitoramento fez-se determinac¢do da dieta consumida, variagdo
de peso dos animais e sua correla¢do com o nitrogénio re-
tido, a digestibilidade e o valor biolégico das proteinas.
Observou-se que o consumo do grupo em dieta de caseina era
significativamente (p < 0,05) maior do que o consumo dos
grupos em dieta de feijdo. O consumo de alimento pelos gru-
pos em dieta de feijdo ndo chegou a ser diferente, em dois
experimentos, daquele dos ratos em dieta aprotéica. As cor-
relagCes entre variagd3o de peso e nitrogénio retido foram
expressas por regressdo linear positiva (r = 0,83309, p <

0,0001). O nitrogénio fecal total excretado pelos grupos em
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dieta de feij3o foi significativamente (p < 0,05) maijior,
chegando de 2,6 a 4,1 vezes maior do que o excretado pelos
ratos em dieta de caseina.

Para comparar a excrecdo enddgena fecal dos ratos em
dietas teste com aqueles em dieta controle de caseina e
aprotéica, determinou-se a radioatividade nas fezes dos ra-
tos. Observou-se que o grupo em dieta Carioca 80 excretou
quantidade significativamente (p < 0,05) maior de radioati-
vidade do que aqueles em dietas de caseina e aprotéica. Para
o grupo em dieta Aeté 3, a radioatividade das fezes foi
maior em rela¢do a aprotéica, mas nem sempre diferiu dagquela
dos ratos em dieta de caseina. A quantificag¢3o de nitrogénio
fecal endégeno era estimada a partir da proporgdo do nitro-
génio endégeno total e a radioatividade das fezes, com base
na dieta aprotéica. As quantidades estimadas referente as
dietas de cultivares de feijdo, bem como as decorrentes da
dieta aprotéica, demostraram que os animais alimentados com

feijdo excretaram 133 a 166% mais nitrogénio enddgeno.

A determinagd3o da radiocatividade do intestino delgado
monitorado com radiocoautografia evidenciou uma maior incorpo-
ragdo de arginina do gque leucina e glicina. Os coeficientes
das correla¢des lineares positivas, obtidas entre a radioa-
tividade das fezes e o nitrogénio fecal, r = 0,8694, p <
0,001; » = 0,7708, p < 0,001 e r = 0,7212, p < 0,003, res-
pectivamente para 3H-arginina, 3H-leucina e 3H-glicina, bem
como o maior parametro B do modelo ajustado (y = Bo + Bx),
demonstraram que, no caso de arginina, a radiocatividade que

chega as fezes ligada ao nitrogénio é& maior. Sendo assim,

22



23

considerou-se arginina como marcador protéico mais apro-
priado.

Tendo em vista estabelecer se o aumento da excregdo de
nitrogénio era devida & descamag3o dos enter6citos, reali-
zou-se ensaio de balango de nitrogénio, no qual os ratos fo-
ram previamente marcados em seus acidos nucléicos mediante a
inje¢do intraperitonial de 50 uCi de [G-3H]-adenosina e co-
locados em dietas de feijdo Carioca 80, caseina ou apro-
téica. O conteddo de RNA das fezes do grupo em dieta Carioca
80 era significativamente maior (p < 0,05) do que o do grupo
em caseina; entretanto, o valor da radiocatividade das fezes
n3o apresentou diferenga significativa com o grupo em ca-
seina. A radioatividade mostrou-se significativamente mais
incorporada no intestino delgado dos ratos em dieta do fei-
j8o, apdés 96 horas. Por outro lado, no ensaio realizado com
[5-8H]-uridina, no qual os ratos mantidos durante 15 dias
nas dietas de feijdo Carioca 80 ou caseina, receberam inje-
¢80 intraperitonial de 120 uCi de [5-3H]-uridina, foi obser-
vado que a radioatividade do intestino delgado dos ratos em
dieta de feijdo, nos periodos de 2,4 e 6 horas, era maior do
que a obtida para os ratos em dieta de caseina. Os resulta-
dos obtidos nos experimentos com nucleosideos, confirmaram
um metabolismo maior de nucleosideos para ratos em dieta de
feijdio. O maior metabolismo de nucleosideos no intestino
delgado de ratos em dieta de feijdo, foi considerado como
indicativo de uma maior hipertrofia e/ou hiperplasia celu-
lar; entretanto, os resultados obtidos nfo mostraram evidén-
cia de wum aumento significativo na descama¢8o da mucosa in-

testinal.



ABSTRACT

The objective of this research was to investigate the
influence of cooked beans as a source of protein, on the
quantity of fecal endogenous nitrogen excretion and to
explain the origins of this material in Wistaf rats. To
attain these objectives the technique of labelling protein
and nucleic acid with 3H-aminoacids and 32H-nucleosides,
respectively, was used.

Three experiments of nitrogen balance were carried out
with Wistar rats. The animals were first subjected to
fasting, followed by a period of adaptation to the diet
before labelling their proteins with intraperitoneal
injection of a 45 uCi dose of L-[5-SH]-arginine-—
monohydrochloride, {2-3H]}-glycine or DL-{4,5-3H]-leucine.
They were then fed on diets containing either bean (cv.
Carioca 80), bean (cv. Aeté 3) or casein providing a total
of 10% protein or a non-protein diet. These experiments
permitted a comparison of the quantity of endogenous
nitrogen excreted in the feces and urine of the rats on test

diets and control diets.

To ensure the accuracy of the analysis, a simultaneous
assessment of diet intake, correlation between the weight
gain and retention of nitrogen, as well as the digestibility
and biological wvalue of the protein were also undertaken.
Rats fed diets containing casein showed a significantly (p <
0.05) higher ingestion of diet, as compared with those on
the bean diet. The correlations between the weight gain and
the retention of nitrogen were expressed by positive and

moderate linear regression (r = 0.83309, p < 0.0001). The
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total fecal nitrogen excreted by the groups fed the bean
diet were between 2.6 and 4.1 times more than that excreted
by animals fed the casein diet.

In order to compare the quantity of endogenous nitrogen
excreted in the feces and urine of rats on test diets and
control diets, the radiocactivity of the feces of rats fed on
test diets and on control diets were determined. The rats
fed on the diet containing Carioca 80 excreted significantly
(p < 0.05) more radicactivity than animals on the casein
diet. For those fed a diet containing Aeté 3 the excretion
of radioactivity was signficantly (p < 0.05) higher than for
the groups fed a non-protein diet but not always higher than
those fed a casein diet. The quantification of endogenous
fecal nitrogen in both cultivars of bean and of non-protein
diet demonstrated that the animals fed the bean diet
excreted higher 1levels (133 +to 166%). Endogenous nitrogen
exretion of rats was estimmated by the ratio of total
endogenous nitrogen to marker nitrogen, based on the

protein-free diet.

The determination of radiocactivity in the small
intestine monitored with radiocautography indicated a larger
incorporation of arginine than leucine. The coefficients of
the positive and moderated linear regression obtained
between radiocactivity of feces and fecal nitrogen r =
0.8694, p < 0.001; r = 0.7708, p < 0.001 and r = 0.7212, p <
0.003, respectively for 3H-arginine, 3H-leucine and 3H-
glycine, together with the larger B parameter of the
adjusted model (y = Bo + Bx) demonstrated that the levels of

radiocactivity appearing in the feces combined with nitrogen
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were higher 1in the case of arginine, as compared to leucine
and glycine, thus indicating arginine as the most
appropriate protein labeller.

In order to establish if the increased fecal secretion
of nitrogen by rats fed on a diet containing bean was due to
an enhancement of proliferation and loss of enterocytes, a
nitrogen balance was carried out in which the rats were
labelled with intraperitoneal injection of 50 uCi doses of
[G-2H]-adenosine and then put on the Carioca 80 diet, casein
diet or non-protein diet. Comparing the group on the Carioca
80 diet to the casein group, the quantity of RNA in the
feces was significantly (p < 0.05) larger, but the
radioactivity level of the feces, although somewhat higher,
was not shown to be statistically significant (p < 0.05).
The radiocactivity was significantly more incorporated in the
small intestine of rats fed on a bean diet after 96 hours.
Another experiment was carried out with [®H-5]-uridine in
which the rats were kept for a period of 15 days on bean
(cv. Carioca 80) or casein diet and immediately after
received an intraperitoneal injection of 120 uCi [5-SHI]-
uridine. This demonstrated that the radioactivity was higher
in the small intestines of the bean-fed rats than in the
casein-fed rats, over periods of 2, 4 and 6 hours.

The results obtained from the nucleoside experiments
indicated elevated metabolism of the nucleosides by the
small intestines of bean-fed rats. This increase in
metabolism provided evidence of increased cellular
proliferation. However the results provide no evidence of

increased loss of intestinal mucosal cells.
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1. - INTRODUGCARO

0 feijdo (Phaseolus vulgaris) representa uma fonte rica
de proteina em termos quantitativos, podendo variar entre 18
a 35%. Dada a alta ingest3o diaria deste gri3o em varias
populag¢des, chegando a 66 gramas por dia "per capita” pelo
povo brasileiro (Food and Agricultural Organization, FAO,

1971), fica claro a sua importancia.

O valor nutricional das proteinas de feij8o, mesmo apds
cozimento, & limitado por vArios fatores, entre outros, a
grande quantidade de nitrogénio excretado nas fezes, 2 a 3
vezes maior que o excretado pelo consumo de caseina, resul-
tando valores baixos para indicadores de qualidade protéica.
O aumento na excreg¢do de nitrogénio fecal foi atribuido &
resisténcia de proteinas de feijdo & hidrélise enzimatica, a
presenga de fatores antinutricionais, tais como os inibido-
res das proteases, lectinas e compostos fendlicos e a outros
constituintes do feij3o, como carboidratos e fibras.

O efeito destes fatores no aumento de excreg¢do de ni-
trogénio fecal, no caso do feijd3o cru, estd relativamente
esclarecido. Entretanto, no caso de feijdo cozido, o meca-
nismo de ag8o é menos elucidado, pois foi mostrado repetida-
mente que apds tratamento térmico, as proteinas isoladas de

feij3o tornam-se digeriveis e os fatores antinutricionais

n3o foram detectados neste. Contudo, estes fatores de uma
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maneira ou de outra foram considerados responsaveis pelo au-
mento de nitrogénio fecal, seja de fonte ex6gena, nitrogénio
ingerido da dieta, ou endbégena, tanto nitrogénio originario
de secregdo guanto do epitélio intestinal e ainda nitrogénio

procedente da flora bacteriana do intestino.

As evidéncias de aumento de nitrogénio endégeno foram
demostradas por diferentes autores (Shurpalekar et alii,
1979; Bender e Mohammadiah, 1981; Fairweather-Tait, 1983;
Bergner et alii, 1984; Durigan 1985; Oliveira e Sgarbieri,
1986a; Lanfer Marques e Lajolo, 1988).

Embora haja concordancia entre os citados autores no
que se refere ao incremento da secre¢fo e da excregdo do ni-
trogénio endbgeno devido & ingest8o de feijdo, n3o existe,
no entanto, um consenso com rela¢8o & quantidade e & fonte
deste nitrogénio, assim como qual a contribuigdo das se-
crecdes digestivas e da descamag3o epitelial para a mistura
nitrogenada intestinal e fecal. Estes dados podem ter impor-
tédncia nutricional e implicagdes fisioldgicas.

Visando obter maiores informa¢Bes sobre o aumento da
quantidade do nitrogénio endégeno fecal em ratos alimentados
com feij8o cozido, como fonte protéica, em relagl3o aqueles
em dietas controles, caseina e -aprotéica e, bem como, sobre
a fonte desse nitrogénio, & que este trabalho foi conduzido.
Para tal, realizou-se ensaios de balango de nitrogénio com

ratos marcados em suas proteinas com aminodcidos tritiados e

28



posterior determina¢do da radiocatividade das fezes, diferen-
ciando assim a fonte de nitrogénio endégeno do exdgeno. Com
vistas a tentar estabelecer se o aumento de excreg¢do endd-
gena de nitrogénio era devida & descamag3o dos enterdcitos,
o8 ratos foram marcados em seus acidos nucléicos com nucleo-
sideos tritiados e posterior determinac3o de RNA, contagem
da radioatividade nas fezes e amostras do intestino delgado.
Paralelamente, realizou-se monitoramento com radiocautogra-

fia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Secre¢do e excregdo de nitrogénio end6geno em mamiferos

Varios trabalhos foram feitos para estimar a ex-
tens3o pela qual a proteina da dieta é diluida com proteina
enddbgena, tanto devido as secregdes como devido & descamagdo
do epitélio, durante a digestdo e absorgdo. Nasset (1857),
sugeriu a hipdoétese de que o nitrogénio endégeno, secretado,
digerido e absorvido, pode ter significdncia homeostdtica e
nutricional. Nasset e Ju (1961) através de Jjedunostomia,
alimentaram c3es com caseina radicativa 14C, como dunica
fonte de proteina, e mediram a radicatividade do conteiudo do
Jejuno, guatro vezes durante 10 horas. De acordo com seus
cdlculos, o nitrogénio da caseina marcada havia diluido de 4
a 6 vezes com o nitrogénio endbégeno. Por outro lado, gquando
alimentaram ratos com a dieta teste, através de jejunosto-
mia, observaram que o nitrogénio da dieta havia diluido de 6
a7 vezes. Gilter (1964) analisando os experimentos de
Nasset e Ju com ratos, observou que, no periodo de duas ho-
ras, 49,7 mg de nitrogénio de caseina marcada havia sido es-
vaziado do estdmago e a quantidade recuperada no conteiddo do
intestino delgado foi de 2,9 mg. Sendo assim, 46,6 mg de ni-

trogénio da caseina da dieta tinha desaparecido do trato

gastro-intestinal e n3o havia quase nenhuma acumulagdo de
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caseina. Porém, a quantidade de nitrogénio endégeno digerido
e absorvido, durante este periodo, n3o era conhecida. Gilter
(1964) levanta a questdo: serd que a velocidade de digest&o
e absor¢do para o nitrogénio enddgeno e exégeno & a mesma? O
autor cita evidéncias para mostrar que proteinas endégenas
sdo digeridas mais lentamente gque a proteina da dieta.
Nasset e colaboradores (1973) relataram que, normalmente,
enzimas digestivas parecem ser hidrolizadas no intestino
delgado. Snook e Meyer (1964) inferiram que a presenga de
proteina da dieta, no duodeno e Jejuno, parece retardar a
desativagdo das enzimas digestivas. Zebrowska e colaborado-
reg (1976) mostraram evidéncias de que os aminodcidos endé-
genos tendem a acumular-se no ileo terminal. Asche e colabo-
radores (1988) relataram que a maior parte das enzimas di-
gestivas eram hidrolizadas rapidamente, pols apenas poucas
proteinas soluveis, com peso molecular correspondente ao das
enzimas pancreaticas (20.000 a 50.000), foram detectadas no
intestino. Os autores encontraram no contefido do estdmago e
do intestino de porcos alimentados com soja (22% de pro-
teina), respectivamente, B80% e 65% de proteinas soluveis de

peso molecular entre 2.000 e 15.000 D.

Holmes e colaboradores (1974) estudaram a digestéo
de proteinas no intestino delgado e grosso de porcos alimen-—

tados com dietas contendo, como fonte protéica, soja ou
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colza, ou ainda sem proteina. Encontraram uma diferenca sig-
nificativa na concentrag3o de aminodcidos no ileo e nas fe-
zes. 08 autores afirmam que a secre¢fo de proteina enddogena
n3o mascarava a diferenga existente entre as dietas, como
foi afirmado anteriormente por Nasset e Ju (1961). Foi con-
siderado (Protein, 1979), baseado no trabalho de Badawy e
colaboradores (1957), que o modo de sacrificio dos animais
forneceria uma explica¢do para as secre¢des massivas ocorri-
das nos experimentos de Nasset e Ju (1961), ja referido. Se-
gundo Badawy e colaboradores (1957), o modo usual de sacri-
ficio de carneiros causa uma grande descamagdo da mucosa no
intestino. Esta descamag¢do é evitada se a remogdo de segmen-
tos do intestino for feita apds anestesia com barbitiricos.

Resultados semelhantes foram obtidos para os ratos.

Twombly e Meyer (1961) e Snook (1965) estimaram a
quantidade secretada de nitrogénio enddgeno através da de-
termina¢3o da relag3o entre o 6xido crdémico, como marcador,
e o nitrogénio existente no contetdo intestinal e fecal dos
ratos. Varificaram que a quantidade de nitrogénio enddégeno
secretado no intestino durante o periodo de 12 horas de di-
gest3o foi de 70 mg e 125 mg, respectivamente, para ratos em
dieta aprotéica e para os alimentados com dieta contendo 15%
de proteina de ovo. O valor de 125 mg de nitrogénio enddgeno

foi quase igual 3 quantidade da proteina da dieta consumida.
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Low (1979) determina, pelo método aprotéico, uma
quantidade de 5 a 7 g de nitrogénio enddgeno excretado nas
fezes por dia, em porcos, isto &, quase 15% da quantidade de
nitrogénio consumido pelo animal numa dieta com 18,4% de ca-
sefina. Corring (1975) relata que 3 a 4 g/dia de nitrogénio
endégeno (equivalente a 11% de nitrogénio da dieta consu-
mida) & secretada pelo pancreas do porco com 45 Kg de peso.
Horszczaruk e colaboradores (1974) estimaram o valor de 10-
22 g/dia para o nitrogénio secretado no limen do intestino

delgado de porcos.

Roger (1963), citado por Roger e Harper (1966), na
tentativa de estudar os fatores que influiam na quantidade e
na fonte da proteina enddégena secretada no intestino delgado
e excretado nas fezes, alimentou ratos com proteinas hidro-
lisadas de (U-14C) algéceo. Os animais estavam em dietas
contendo 0, 15, 45 ou 75% de caseina. Medindo a radiocativi-
dade das fezes, observou que a quantidade de radioatividade
no material fecal foi igual para todos os grupos, indepen-—
dente do nivel de proteina da dieta, o que, para os autores,
foi inesperado, uma vez gue a radioatividade devia ter sido
mais diluida devido ao maior nivel da proteina. Os resulta-
dos obtidos gquando o isétopo foi injetado em vez de adminis-
trado por via oral mostraram uma radioatividade considera-

velmente mais alta em fezes de ratos que recebiam dieta com
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maior quantidade de caseina. Havia, aparentemente, uma cir-
culagdo maior de radiocatividade no limen do trato intesti-
nal. Isto indicava um indice de "turnover” mais rapido e um
aumento da secre¢do digestiva como resultado do alto nivel

de proteina.

Foi observado que um aumento na quantidade de po-
lissacarideos da dieta humana causa um aumento significativo
na perda de nitrogénio fecal e foi sugerido que o mesmo €
derivado de fonte enddégena (Southgate & Durnin, 1870;
Walker, 1975). Meyer (1956), verificou que numa dieta de 15
a 30% de celulose nd3c ocorreu nenhuma mudanga significativa
no nitrogénio enddégeno, enquanto que a excregdo do nitro-
génio total aumentou significativamente. Este aumento de ni-
trogénio fecal foi observado por Harmuthe-Hoene e
Sckwerdtfeger (1979) em ratos gque recebiam dieta de caseina
com 10% de polissacarideos indigeriveis e por Nomani e cola-
boradores (1979), quando seis tipos de fibra foram adiciona-
das, a nivel de 2,1%, & dieta de ratos. Os resultados destes
autores n3o foram conclusiveis sobre a fonte deste excesso

de nitrogénio em fezes.

A interferéncia do nitrogénio endégeno fecal na
determinac8o de valor protéico j& era conhecida desde o ini-
cio do século (Mitchell, 1823). O nitrogénio endSgeno & ori-

ginadrio de diversas fontes. A ingestdo de qualquer refeigdo
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desencadeia uma série de estimulos neurais, hormonais, qui-
micos e meclnicos que excitam as células secretoras da sa-
liva, do suco gastrico, do suco pancredtico e do intestino
para que secretem enzimas e outras proteinas no trato gas-
trointestinal. Kavanitsky, em 1951, citado por Low (1880),
mediu, em porcos, a quantidade de secregdes salivares em re-
lagdo &4 idade e Low (1880) em relagdo & dieta e & agua con-
sumida. As evidéncias disponiveis n3o permitiram estimar a
quantidade da saliva presente tanto no conteudo gdastrico
como entérico. Secregdes gastricas foram medidas em estémago
isolado de ©porcos, mas a estimativa exata da gquantidade to-
tal das secregdes gastricas nestes animais n3o foi obtida
quando alimentados normalmente. A pepsina gastrica do porco
foi estudada detalhadamente do ponto de vista biogquimico,
mas uma estimativa segura da quantidade da secre¢do ndo pode
ser determinada (Low, 1980). As secre¢des do sistema biliar
e do pancreas, bem como a esfolia¢8o das células epiteliais
da mucosa intestinal, outra significativa fonte de nitrogé-
nio endégeno (Nasset & Ju, 1961), serdo aboradados em sepa-—

rado.

2.1.1 Sais biliares

Numa série de estudos do sistema biliar em ratos,

Norman e Sjoval (1958) mostraram que a maior quantidade de
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dcidos biliares estid presente no conteddo do intestino del-
gado e ceco. O figado e a parede intestinal contavam com 3 a
9 por cento deste total. Inferiram ainda que acidos biliares
sdo absorvidos no intestino delgado»e, em menor quantidade e
velocidade, no ceco. Os préprios autores observaram que na
bile o A&acido cdélico é& conjugado com taurina e glicina; para
isso, administraram acido célico marcado em ratos e analisa-
ram a radiocatividade do acido biliar em diferentes partes do
trato intestinal. No intestino delgado, o &cido biliar ainda
estava conjugado, especialmente com taurina, engquanto no
ceco as ligagdes peptidicas sofreram desconjugagdes devido &
agdo de microorganismos tais como clostridios e enterococos

e foram excretado nas fezes como diferentes metabdlitos.

Mahafouz e colaboradores (1884) e Villalon e
colaboradores (1987) mostraram que a proteina da dieta
influencia a composigdo da bile. A porcentagem dos &acidos
gquenodesoxicblico e desoxicdlico aumentaram significativa-
mente em dieta de baixo teor protéico, enquanto a do &acido
cbélico diminuiu. Rodriguez e colaboradores (1883) ao
estudarem a relagdo de quantidade de proteina ingerida e a
formagdo de bile, mostraram que a dieta aprotéica diminue o
fluxo de bile. Villalon e colaboradores (1987) estudaram o
efeito da dieta com baixo teor protéico sobre o fluxo da
bile, lipidios biliares e secreqgdes protéicas em ratos. Ob-

servaram gue animais alimentados com dieta de 8% de proteina
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por 4, B8 e 12 semanas tinham um fluxo menor da bile, &cidos
biliares e indice de secreg¢do de proteina, quando comparados
com ratos alimentados com dietas de 26% de proteina. Fisher
e colaboradores (1975) estudaram o pool de acidos biliares
em ratos, determinando o conteudo de Acidos biliares do
trato intestinal, sangue e figado dos animais machos e fé-
meas sob varias dietas. O pool total de Acidos biliares foi
de gquase 100 umoles/100 g de peso corporal, nos animais
alimentados com dieta comercial (Purina Chow) e de 60 mo-
les/100 g de peso corporal, em ratos alimentados com dieta
semi-sintética. Deste pool de A&cidos biliares, 97% estava
localizado no trato intestinal, n3o dependendo do sexo e da
dieta. Os autores afirmaram que os resultados de seus estu-
dos podem ser aplicados com confianga somente nas suas con-
digdes experimentéis, enfatizando que o pool de &acidos bi-
liares pode variar com a idade, o sexo, o tamanho, a linha-

gem e a dieta, em outras condig®es experimentais (sic).

Boyd e Eastwood (1968) estudaram a distribuicdo
quantitativa de sais biliares ao longo do intestino delgado
de ratos, variando a dieta em relag3do a polissacarideos. A
quantidade de triglicerideos n&o afetou a quantidade de sais
biliares, mas a adigdo de polissacarideos & dieta ocasionou
um grande aumento nos sais biliares do intestino. A concen-
tracdo malor de sais biliares do intestino encontra-se no

fleo, por ser a regifo mais ativa na absorg3o destes sais.
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Schneeman e Gallaher (1980) alimentaram ratos com dieta sem
fibra ou com 20% de celulose por 10 dias e observaram que a
fibra da dieta pode afetar a disponibilidade dos acidos bi-
liares no intestino delgado. Sheard e Schneeman (1980) ali-
mentaram ratos com dieta controle, sem fibra, ou dieta con-
tendo 5% de farelo de trigo. Observaram que apds 10 dias de
alimenta¢io n3o houve nenhuma diferenga no nivel de dcidos
biliares no intestino delgado. Eastwood e Hamilton (1968)
mostram que constituintes das fibras vegetais s8o capazes de
se ligar aos sais biliares e acidos biliares. A lignina foi
a fragdo responsavel por esta quelagdo. Foi sugerido por
Norman (1964) que a bile n3c absorvida pelo intestino del-
gado, ao chegar ao intestino grosso, é absorvida por mi-
croorganismos. Ide e Harii (1989) analisaram &cidos biliares
'na bile e no lumen de ratos que foram alimentados com dieta
sem fibra, ou dieta contendo celulose ou ainda pectina em
niveis de 100 g/kg de dieta. A dieta com pectina aumentou a
secrecdo e excregdo de sais biliares no lumen e nas fezes,
em relacdo a dieta sem fibra, o que nfo ocorreu em relacgdo a
dieta com celulose. Os autores investigaram ainda, o efeito
da dieta, com ou sem fibra, sobre a conjugagio de &cidos bi-
liares com glicina e taurina. Eles relatam gue nas dietas
sem fibra a relac3o entre acidos conjugados com glicina e
taurina era 0,2. Este valor passou para 4 em ratos alimenta-
dos com dieta que continha pectina, como fonte de fibra. Es-

tudo do efeito de carboidratos na dieta com baixo teor de



digestibilidade sobre bactérias modificadoras de &acidos bi-
liares mostraram resultados variaveis: farelo de trigo e ce-
lulose reduziram a proporgdo de Acido desoxicdlico na bile
humana (Nomani et alii, 1986), engquanto com a pectina ocor-
reu o efeito reverso (Hillman et alii, 1986). De acordo com
Hillman op. cit.,o farelo n3o modificou a transformagdo bac-
teriana da bile em ratos, enquanto o amido de milho a dimi-

nuiu.

2.1.2 Secreg¢des pancreatica

O pancreas ¢é um dos 6rgdos mais ativos do corpo.
Secreta uma quantidade grande de bicarbonato, agua e enzimas
digestivas. Sob uma circunstancias normais, ocorre a secre-
¢330 de aproximadamente 20 proteinas, regularizada pelas in-
fluéncias neural e hormonal (Palade 1975, Geokas 1884). O
conceito de que uma refeigdo simples influe na composigdo de
enzimas pancreaticas fol levantado por Paul Low em 1910, ci-
tado por Keim (1986). Grossman e colaboradores (1942) foram
08 primeiros a mostrar diretamente a adaptagdo de enzimas
pancredticas em dietas ricas em proteina e amido. Mais
tarde, numerosos investigadores mostraram gque n3do somente
estocagem de enzimas em granulos de zimogénio, mas também a
sintese e a secre¢8o, dependiam da composig¢do da dieta admi-

nistrada (Grossman et alii, 1844; Snook, 1965; Rebound et
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alii, 1966). A modificag¢do, induzida pela dieta, na composi-
c30 das enzimas, dos tecidos e do pancreas e a sua secregdo
é conhecida como adaptagdo pancredtica a dieta e foi des-
crita em muitas espécies (Poort & Poort, 1980). A capacidade
das células acinares para alterar a composigdo de enzimas,
em resposta a mudanga da composigd@c da dieta, foi demons-
trada por Grossman e colaboradores (1944) e Howard e Judkin
(1963). A sintese e atividade de amilase do pancreas sdo au-
mentadas com dieta rica em carboidrato, enquanto protease €
aumentada com dieta rica em proteina (Dagorn & Mongeau,
1977; Johnson et alii, 1977; Dagorn & Lahaie, 1981;
Stockmann & Soling, 1981). Dubick e colaboradores (1988) es-
tudaram a resposta pancreadtica de ratos 4 dieta contendo
8,5%, 24% e 40% de proteina, apés adaptagdo, mostrando que,
atividades da tripsina e da guimotripsina eram significati-
vamente maiores nos pancreas dos ratos adaptados & dieta 40%
do que A& dieta com B8,5% de proteina. Esta mudanga no con-
tetudo enzimatico do péncreas ndo era refletida no plasma. A
atividade da tripsina foi correlacionada com o contetudo da
proteina da dieta, assim, a atividade desta enzima no grupo
em dieta com 40%, foi 133% maior do gque agquela do grupo em
dieta com B8,5%. Ndo houve diferensa significativa na ativi-
dade de guimotripsina entre pancreas de ratos alimentados
com dieta contendo 24% e 8.5% de proteina, engquanto gque a
atividade em grupo em dieta com 40% foi 138% maior do que a

do grupo B8,5%. As células acinares isoladas do péncreas dos
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ratos do grupo alimentado com 8,5% de proteina, mostraram
uma resposta significativamente reduzida i colecistoquinina
e secretina, na liberag¢d3o da enzima, quando comparada com OS

outros grupos.

Autores como Rebound e colaboradores (1966) afir-
mam que a completa adaptagdo do pancreas & dieta ocorre apos
5 a 20 dias, enguanto, segundo outros autores (Adelson &
Rothman, 1975; Rothman, 19768; Rothman & Willeing, 1378;
Tseng et alii, 1982), esta adaptagdo pode ocorrer dentro de
alguns minutos e isto pode significar que as enzimas armaze-—
nadas foram liberadas em resposta a dieta consumida. Esta
adapta¢do rapida foi chamada 'secreg3o ndo paralela” e foi
observada apo6s aplicacéao de diferentes secretagogos
(Rothman, 1976; Rothman & Willeing, 1978). Enquanto os refe-
ridos autores encontraram rapida adaptagdo, outros (Steer &
Glazer, 1978; Steer & Manabe, 1979) n3o a observaram. Keim
(1986) descreve um modelo experimental gque permite medir, em
ratos conscientes, secreqgdes pancredticas basal e estimu-
lada. Os animais foram alimentados com 3 dietas diferentes
por 14 dias. No suco pancredtico basal (sem estimulo), a
quantidade de protease e amilase variou de acordo com a com-
posigdoc da dieta administrada. Dependendo do estimulo, o vo-
lume do suco e secregdo de proteina e bicarbonato aumentou

entre 20 a 50 minutos. A quantidade de proteina secretada no

suco pancredtico apés o estimulo foi determinada e nenhuma
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mudanga significativa foi observada na composig¢3o da enzima
secretada, independente da dieta administrada ou do estimulo
recebido. O autor ndo conclui que tenha ocorrido "secregdo
n3o paralela” de enzima pancredtica em ratos conscientes.
Dagorn (1978), em experimentos com ratos conscientes, encon-
tra uma “secregdo ndo paralela” guando o indice de proteina
da secre¢80 basal é abaixo de 3 mg/h. Como os valores de
proteinas secretadas em condig3oc basal, encontrados por Keim
(1986), eram 70% mais baixo que os valores obtidos por
Dagorn, foi sugerido por Keim que talvez o fendmeno de "se-

cregdo n3o paralela” pode existir sob condig3do menos fisio-

légica ou sob condigdo ainda ndo conhecida.

Dagorn e Lahaie (1981), estudaram a a¢do regula-
dora da dieta sobre a sintese e concentrag3o da proteina do
pancreas. Os ratos foram adaptados a uma dieta rica em car-
boidrato ou rica em proteina e depois foram colocados no re-
gime oposto. A evolugdo do indice da sintese de amilase e
quimotripsinogénio foram acompanhadas pela injecdo intrape-
ritonial de SH-fenilalanina, 10 minutos antes do sacrificio.
A porcentagem da incorporagdo de 3H-fenilalanina em cada en-
zima individual, em relagdo A& proteina total, foi chamada
indice relativo da sintese. A mudanga adaptativa no indice
relativo da sintese da amilase e guimotripsinogénio foi ob-
servada 2 horas apds o comego da nova dieta. Conclui-se gue

o indice relativo da sintese destas enzimas no péncreas pode
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ser rapidamente e, especificamente, regulado pela dieta.
Esta adaptag¢d3o a sintese da proteina que antecede a secregdo
resulta em mudanga no nivel de enzima interpancreatica e
consequentemente em secreg¢do exdcrina. Lahaie e Dagorn
(1981) através da mesma técnica citada no experimento ante-
rior, observaram que com 24 horas, o quimotripsinogénio e
tripsinogénio, s3o respectivamente 70% e 50% maior do gque no
controle, e a amilase é 25% menor. Apdés 5 dias, a sintese
das trés enzimas chega a um valor determinado para cada
dieta consumida. Para a dieta rica em proteina, o valor de
quimotripsinogénio € trés vezes maior, o de tripsinogénio é
2 vezes maior e o da amilase & 50% menor do que na dieta
rica em carboidrato. O indice relativo da sintese da amilase
e quimotripsinogénio demonstrou que 61% do processo adapta-

tivo & completado com 24 horas e que os 40% restantes apds 4

dias. Assim, com 5 dias a adapta¢8o & completa.

Green e colaboradores (1986) estudaram em ratos a
relagdo entre a dieta consumida, colecistoquinina (CCK) do
plasma e o crescimento do pancreas. Os animais adaptados a
dieta controle (5% de caseina) foram divididos em dois gru-
pros. O primeiro grupo foi colocado em dieta com alto teor de
proteina e o segundo grupo em dieta com baixo teor de pro-
teina, durante duas semanas. Os animais foram sacrificados

em 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, sete dias ou 14 dias apds a adap-
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tagdo & dieta. A CCK das células acinares, isoladas do péan-
creas e do plasma, aumentou trés vezes em ratos alimentados
com alto teor de proteinas, apds 24 horas. A elevagdo do ni-
vel de CCK voltou ao valor do controle em 7 dias. Os resul-
tados indicaram que dietas com alto teor protéico inicial-
mente aumentam a liberagdo de CCK e a capacidade de secregéo
de protease do pancreas e gquando a secregdo é suficiente
para a digestd@o, o estimulo cessa, a secregdo de CCK & regu-
larizada e o0 nivel de CCK do plasma retorna ao normal.
Girard-Globa e c¢olaboradores (13980) e Bourdel (1983), atra-
vés dos resultados de seus experimentos, concluiram que o
valor absoluto da proteina que passa no duodeno nfo é deter-
minante da adapta¢fo pancredtica, mas sim, a concentragdo de
proteina no bolo alimentar. A concentragdo da proteina afeta

tanto a amilase como o quimotripsinogénio.

Varios estudos foram realizados sobre o efeito da
qualidade da proteina na secregdo pancreidtica. Howard e
Judkin (1963) estudaram em ratos, o efeito da qualidade da
proteina sobre a atividade da amilase e tripsina. A substi-
tui¢do de caseina por caseina hidrolisada diminuiu a ativi-
dade da tripsina em torno de 20%, mas n3o afetou a amilase.
Green e colaboradores (1973) estudaram em ratos, o efeito da
caseina e caseina hidrolisada, através da infus8o intergds-
trica e retorno continuo de suco combinado, bile-péncreas,

ao intestino. Observaram que proteina intacta é um estimu-
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lante mais potente para " as secre¢des pancredticas do que a
correspondente proteina em forma hidrolisada ou em forma de
mistura de aminodcidos. Schneeman e colaboradores (1877) in-
feriram que, em ratos, a resposta secretora de enzimas pan-
credticas & infusdo intragéstrica de uma dieta contendo ca-
seina é mais efetiva do que a que contém caseina hidrolisada
e/ou mistura de aminodcidos e 5 a 6 vezes maior do que a in-
fusdo intragastrica de uma dieta aprotéica. De acordo com os
referidos autores e outros (Grossman et alii, 1944; Howard &
Judkin, 1963; Schneeman & Lyman, 1975; Johnson et alii,
1877), a estimulag¢do do péncreas para produg3o de protease
parece ser dependente da presenga da proteina intacta.
Grossman e colaboradores (1944) e Schneeman e Lyman (1975)
sugeriram que a proteina, através da formag3o de complexo
com tripsina e quimotripsina livre, inibe a a¢lio destas en-
zimas e ajuda a liberag¢do de CCK. Neste esquema serd reque-
rido um fluxo aumentado das enzimas. Lewis e Williams (1990)
no estudo da regulagdo da secregdo da CCK em ratos conscien-
tes, através da estimulagdo do duodeno, com perfusdo de ali-
mentos (caseina e caseina hidrolisada) ou infus8o intrave-
nosa de hormdnio, ou ainda, agente neural, observaram que a
proteina intacta e Acidos graxos s8o estimulantes alimenta-
res no intestino e, consegqlientemente, ajudam na liberagdo de
CCK. Green e Nasset (1983), através da infus8o intragdstrica
da dieta e do retorno continuo do suco combinado, péncreas e

bile, ao intestino, observam que a infus3o de uma dieta de
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caseina n8o acarreta em um estimulo maior de secregdo pan-
credtica do que o de uma dieta aprotéica. Meyer e Kelly
(1976) estudaram o efeito de cinco proteinas intactas, gela-
tina, albumina de ovo, caseina, hemoglobina e albumina de
soro bovino sobre as secre¢fes pancreadticas. Concluiram que
a proteina intacta, quando injetada no intestino, tem so-
mente um efeito muito pequeno na secreg¢do do pancreas. Em
contraste, a ingest3o destas proteinas foram potentes esti-
mulantes para o pancreas, exceto no caso da gelatina. O
efeito da estimula¢do foi igual para todas as outras protei-
nas. Concluiram que o produto da hidrélise da proteina é

que regula a resposta pancreatica.

A ag¢8o de aminoadcidos, individualmente, sobre o
pancreas foi estudada por Wang e Grossman (1951), Meyer e
colaboradores (1971) e Konturek e colaboradores (1973). Pe-
los resultados apresentados por estes autores, podemos con-
cluir que n3o hé& uma concordancia sobre a idéia de quais sdo
os aminodcidos estimulantes; mas fenilalanina e triptofano
foram sempre afirmados como sendo os mais potentes. Ainda hé
a idéia de Johnson e colaboradores (1977) que afirmam que 08
aminodcidos n&do tém papel importante na adaptagdo do pén-
creas & dieta rica em proteina. Meyer e Kelly (1976) admi-
nistraram uma mistura de dois ou mais aminoacidos e verifi-
caram que a poténcia da mistura parece estar relacionada com

a poténcia de seus aminodcidos, mas ndo foi afirmado, com
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certeza, se seria um efeito aditivo. Os autores relatam que,’
além de aminoacidos, outros produtos da digestdo das protei-
nas, como peptidios, podem ser estimulantes da secregdo pan-
creatica; sendo assim estudaram o efeito de oligopeptideos
em c3es. Peptideos sintetizados comercialmente foram admi-
nistrados nos duodenos dos animais, enquanto recebiam a in-
jegdo intravenosa de secretina. Entre os peptideos testados,
somente o glicilfenilalanina e gliciltriptofano estimularam
as secrecdes do pancreas, enquanto di e triglicina né8o tive-
ram efeito. Concluiram gue alguns, mas n3o todos, oligopep-
tideos, no intestino, s3o estimulantes das secregdes pancre-

aticas.

0 mecanismo de resposta do pancreas ao inibidor da
tripsina foi estudado por varios autores. Green e Lyman
(1972) observaram que a presenga de tripsina, quimotripsina
e suco bile-pancreas no intestino de ratos anestesiados, su-
prime a secreg¢fo pancredtica. A remog3o da atividade proteo-
litica do intestino, por desvio de suco bile-pAncreas ou por
infus8o de inibidor de tripsina no intestino, causa um gran-
de aumento na secre¢do de enzimas pancredticas. Foi sugerido
que este "negative feedback control” é o mecanismo pelo gual
o inibidor da tripsina pode induzir o pancreas a uma sSecre-
¢80 excessiva em ratos. O inibidor remove a atividade pro-

téica do intestino pela formagdo do complexo enzima-inibidor

com tripsina e quimotripsina do intestino. Sgarbieri e
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Whitaker (1981) estudando as propriedades fisico-quimicas do
inibidor da tripeina e quimotripsina de feijdo (Phaseolus
vulgaris) inferiram que o inibidor tem lisina no seu sitio
de liga¢8o com tripsina, o que sugere um mecanismo de agdo
competitiva para o inibidor da tripsina. Lyman e colaborado-
res (1962) relataram que a inativagdo de inibidor com trip-
sina cristalina, antes de ser administrada, nd@o diminuiu a
resposta do paAncreas. A atividade fisiolégica desta substin-
cia parece estar associada com sua atividade e que a inati-
vag3o da tripsina no intestino parece ndo ser necessaria
para a resposta pancreadtica. Os resultados n3o deixaram
claro se a resposta pancreatica foi iniciada pelo inibidor
antes da forma¢3o do complexo com a tripsina do intestino,
ou se a estimula¢8o ocorreu como resultado desta combinagdo.
Estudando a ag¢do dos inibidores de proteases sobre tripsina
e qQuimotripsina, uéando o suco do intestino delgado humano e
bovino, observaram que o inibidor do Phaseolus vulgaris
inibe a tripsina humana menos do qgque a bovina (Belitz et

alii, 1882).

Os estudos "in vitro"” té&m mostrado que certas fi-
bras da dieta podem baixar a atividade da lipase, tripsina e
quimotripsina (Schneeman, 1978). Schneeman e Gallaher (1880)
estudaram a influéncia da celulose,num teor de 20%¥ na dieta,
e observaram que as atividades das enzimas no intestino del-

gado s30 afetadas, ocorrendo mudan¢as em sua composigdo.



Sheard e Schneeman (1980) alimentaram os ratos com dieta sem
fibra ou dieta contendo 5% de farelo de trigo. Apds 10 dias,
a atividade total de lipase, amilase, tripsina e qQuimotrip-
sina e a quantidade de proteina total aumentou nos tecidos
do pancreas. N3o houve difereng¢a na atividade destas enzimas
no intestino. A substituig8o de 5% de carboidrato da dieta
por farelo de trigo (adigdo de 0,7% de proteina e 0,3% de
gordura) n3o foi suficiente para causar a modificagdo obser-
vada na composigdo das enzimas pancredticas. Os autores
acreditam que o farelo do trigo pode alterar as secregdes
pancrééticas ou a absorqgdoc dos produtos da digestdo, permi-

tindo uma mudan¢a adaptativa do péncreas.

2.1.3 Descamagdo do epitélio intestinal

No século dezoito, foi introduzido o conceito de
renovagdo continua do epitélio do trato gastro-intestinal
(Leblond & Stevens, 1948). Desde ent3o, os experimentos rea-
lizados em animais (Leblond & Messier, 1958; Creamer et
alii, 1861) e no homem (MacDonald et alii, 18964) com precur-
sores de Acidos nucléicos, especialmente timidina tritiada
precursor de DNA (Leblond & Messier, 1958; Quastler &
Sherman, 1959), mostraram que as células epiteliais s&o pro-
duzidas nas criptas da mucosa do intestino delgado, migrando

ao topo da vilosidade, onde s3o descamadas. Jefferies e co-
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laboradores (1962) e Nasset (1964) demonstraram que no trato
gastrointestinal, a esfolia¢8o das células epiteliais é uma
fonte significativa da proteina endégena. Nasset (1965) mos-
trou que a descamag¢do das células no intestino delgado do
homem, resulta na liberag¢do para o lumen intestinal de 80 g
de proteinas em 24 horas. A mucosa do intestino delgado é a
superficie mais ativa do organismo (Croft & Lubran, 1965;
Croft et alii, 1968). Loehry e colaboradores (1869) utiliza-
ram a técnica de lavagem da superficie da mucosa intestinal
e, através da determinagdo do é&cido desoxirribonucléico
(DNA), estimaram 20 a 50 milhdes de células esfoliadas por
minuto no lamen do intestino delgado. Conrad e colaboradores
(1964) estudaram em ratos, a descamagdo e a velocidade de
migracdo das células epiteliais da cripta até o vilo, atra-
vés da injeg¢d3o intravenosa de 10 uCi de B®8Fe. O experimento
baseou-se no fato de que o BSFe marca as novas células, for-
madas nas criptas, e a marcagdo continua nas células ate
chegarem ao topo do vilo, quando s8o descamadas. A determi-
nacdo da radioatividade do lavado intestinal, em varios in-
tervalos de tempo, mostrou no limem intestinal, duas fases
distintas quanto a excregdo de ferro injetado. Durante a
primeira fase, logo apdés a injegdo do isdbtopo, a radiocativi-
dade era maxima, decrescendo progressivamente até alcangar o
valor constante, apdés 4 a 5 horas. Esta radioatividade n&o
foi relacionada A& descamac3o de células, pois este periodo

apresentava o tempo que 59Fe estava em alta concentragdo no
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plasma. O segundo pico ocorreu entre 36 a 42 horas apds a
inje¢80, tempo correspondente ao “turnover” das células. O
indice de migragdo demonstrado por Loehry e Croff (1963),
através da injeg3o de timidina tritiada, foi de 36 a 46 ho-

ras.

Leblond e Messier (1958) e Pink e colaboradores
(1970) determinaram que 80 a 85% das células do epitélio do
intestino delgado s3o células absortivas. McNurlan e colabo-
radores (1979) afirmaram que cerca de 14% das proteinas, no
organismo do rato, s3o0 sintetizadas no intestino delgado.
Southon e colaboradores (1985) atribuem provavel relagdo en-
tre o alto indice da sintese das proteinas e a rapida divi-
s30 celular gque ocorre no intestino. Ainda sugerem que a
sintese e a substituig3o de proteina em células em desenvol-
vimento e células maduras, Jjunto com a produgd@o de muco e
outras proteinas secretoras, devem ser relacionadas com esse
alto indice das sinteses das proteinas no intestino. Da
Costa e colaboradores (1971), inicialmente, estudaram as
proporgdes entre as proteinas e o DNA, como indicadores das
perdas de células e proteinas no lavado intestinal dos ra-
tos. O valor desta proporeg¢dc foi significativamente grande.
Em seguida, prepararam o isolado das células epiteliais via-
veis do lavado e, novamente, determinaram a relag¢d3oc entre as
proteinas e o DNA, obtendo um valor muito menor do que o

inicial. Os calculos mostraram que somente 8 a 15% das pro-
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teinas eram provenientes do meio intracelular e outros 85 a

90% de fontes extra-celulares.

Moon e Joel (1975) observaram o efeito da idade do
animal na descamagdo do epitélio de vilosidades, em
intestino delgado de carneiros e cabras de varias idades
(recém-nascidos até 3 meses), injetando timidina tritiada e
usando a técnica de autorradiografia. Os dados indicaram que
o tempo da esfoliagd3o foi maior que 48 horas em animais
recém-nascidos de ambas espécies, diminuindo significativa-
mente com a idade; existia ainda uma grande diferenga na
localizagdo das células epiteliais marcadas ao longo de

vilos em animais de mesma idade, nas duas espécies.

A proliferag¢do e migragdo das células no tecido
epitelial do intestino s3o influenciadas por caracteristicas
do ambiente interluminal do intestino. A flora bacteriana é
um componente significativo deste ambiente. Abrams e colabo-
radores (1963) através da comparagdo dos animais convencio-
nais com os animais assépticos, demonstraram que o indice de
“turnover"” do epitélio intestinal nos animais assépticos foi
significativamente mais baixo do que nos animais convencio-
nais. Neste experimento, utilizou-se timidina tritiada como
marcador, acompanhando-se por auto-radiografia. Varios ou-
tros investigadores, como Abrams e colaboradores (1863) e

Matsuzawa e Silson (1965), observaram que a migra¢3o das cé-
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lulas da mucosa das criptas para o topo dos vilos, em ani-
mais assépticos, ocorre em 4 dias, sendo duas vezes mais
lento do que em ratos convencionais, que ocorre em 2 dias.
De acordo com Gustafsson e colaboradores' (1857), em ratos
assépticos, praticamente o uUnico acido biliar formado, uti-
lizado e excretado &€ o acido taurocdlico. Engquanto gue, em
ratos convencionais, o acido taurocdélico & hidrolisado no
intestino pelas bactérias, em taurina e dcido cdlico (Ranken
et alii, 1971). Estes autores, baseado nos resultados de
Gustafsson op. cit., estudaram o papel do 4&acido <c¢élico na
regula¢io do "turnover"' das células da mucosa intestinal, na
tentativa de explicar a difereng¢a entre a velocidade da mi-
gragdo das células nos animais assépticos e convencionais.
Nos seus estudos, os autores observaram que, gquando o acido
c6lico &€ adicionado & dieta dos ratos assépticos, o "turno-
ver" das células da mucosa é reduzido de 4,44 para 2,12

dias, igualando com ratos convencionais.

Younosjai e colaboradores (1978) estudaram o
efeito da dieta no crescimento da mucosa intestinal. Os seus
resultados sugerem que o tipo de proteina (caseina ou soja),
de carboidrato (dextrose e amido hidrolisado) e de 6leo
(mistura de 6leo animal + vegetal, O6leo de cereal ou toi-
cinho) na dieta, n3o influem no crescimento da mucosa intes-
tinal. Entretanto, a presenga da fibra (mistura vegetal,

aveia ou celulose) na dieta, aumenta o crescimento do intes-
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tino delgado. O aumento parece ser maior em resposta & dieta
com mistura de componentes vegetais e animais, que a dieta
semi-purificada contendo aveia ou celulose. Ecknauer e cola-
boradores (1981) afirmaram que a proliferag¢do das células e
a morfologia das vilosidades s3o influenciadas pelos polis-
sacarideos que ndo s3o amidos. Tasman-Jones e colaboradores
(1982) inferiram que o efeito dos componentes de fibra na
determinag3o da estrutura e morfologia intestinal é uma agdo
aditiva de fibras sobre a bile, a composicdo e a fungdo mi-
crobiana sobre a produgdo de polipeptideos regulatdérios.
Entre todos os componentes da fibra de dieta, a pectina pa-
rece ter o efeito metabdlico mais marcante. Southon e cola-
boradores (1985) alimentaram ratos Wistar com dieta comer-
cial e dieta semi-sintética e através da técnica baseada na
incorporac3o da L-[4-3H]-fenilalanina nos tecidos do intes-
tino e do figado, ap6s a injeg3oc intra-peritonial do isé-
topo, determinaram o indice da divis8o celular da mucosa e a
sintese da proteina. Os valores obtidos eram maiores nos
animais em dieta comercial. Os autores relatam que a razao
deste aumento n3o estd claro, mas pode estar relacionado a
presen¢a de polissacarideo ndo absorvido, ou a outros mate-
riais complexos da planta, existentes na dieta comercial, e
que a adig3o de celulose fina & dieta livre da fibra ndo pa-

rece estimular a divis3o celular da mucosa.
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2.2 Aumento da excreg¢do de nitrogénio em fezes de mamiferos

ros, ocasionado pelo feijdo, como fonte protéica

O nitrogénio excretado nas fezes é origindrio de
quatro fontes: 1) nitrogénio né&o digerido da dieta; 2) ni-
trogénio origindrio de secregdes digestivas; 3) nitrogénio
proveniente da esfoliag8o do epitélio intestinal e 4) nitro-

génio procedente da flora bacteriana do intestino.

Rosalesarzu (1972) mostrou gque o nitrogénio fecal
de criancas alimentadas com 236 mg de nitrogénio de leite/Kg
de peso foi 19% do nitrogénio consumido, enquanto que para
criancas alimentadas com feijdo, 227 mg N/Kg de peso, este

valor passou para 36% do nitrogénio consumido.

Bressani (1973) ao alimentar criangas com dieta
contendo 100%, 25% e 0% de leite, completando a dieta com
milho e feiljdo, observou gue a quantidade de nitrogénio fe-
cal passou de 18,1% para 36,3% do nitrogénio consumido & me-
dida em que a percentagem de feijac + milho na dieta passou
de 0% para 100%. Todo este efeito n@o pode ser atribuido ao
feij3o, pois a dieta foi completada com feij3o e milho, mas,
em parte, o feijdo é responsavel por este aumento. O mesmo
autor ao alimentar c3es com milho observou que o valor do
nitrogénio fecal era 36% do valor do nitrogénio consumido;

guando 32% do milho foi substituido por feijdo, a quantidade



de nitrogénio fecal aumentou para 40% do nitrogénio consu-

mido.

Lanfer Marques e Lajolo (1988) determinando a di-
gestibilidade do feijio marcado com 18N, observaram no grupo
de ratos alimentados com feij3o integral cozido, reduzidos
indices de aproveitamento nutricional, acompanhados de uma
elevada excrec8o de nitrogénio, proveniente do préprio fei-
j%o (aproximadamente 10 vezes superior a aquela provocada
pela ingest3o da globulina) acompanhada também de uma alta
excreg¢do de nitrogénio enddégeno, sendo a soma de ambas res-
ponsavel pela excregdo de 34% do nitrogénio ingerido; isto
correspondia a trés vezes a excregdo causada pela ingestdo

da dieta de caseina.

O forte estimulo que o feijdo exerce no aumento de
secrecdo como no de excregdo do nitrogénio endégeno foi ob-
servado por varios autores, quer em estado cru - sob a forma
integral (Pion et alii, 1979), lectinas isoladas (Pusztal et
alii, 1981) ou proteina de reserva, glicoproteina II
(Sgarbieri et alii, 1982) - quer em estado integral cozido

(Bender e Mohammadiha, 1981).

Oliveira e Sgarbieri (1886) apdés a injegdo intra-
peritonial de 14C-glicina em ratos, colocaram-os em dietas

de caseina, feijdo cru, feij8o cozido, com teor protéico de
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10%, e em aprotéica, durante 4 dias, procedendo as coletas
das fezes, com vista a determinar sua radioatividade. A ra-
dioatividade em caseina, feijdio cozido e feij8o cru era,
respectivamente, 2, 5 e 10 vezes maior em relagio a aqueles
com dieta aprotéica. A radiocatividade das fezes mostrou uma
correlagdo linear positiva e forte com o nitrogénio excre-
tado nas fezes. Os autores inferiram que a excreg¢do fecal
de nitrogénio endégeno coﬁstitui um importante fator de re-
dugdo indireta da digestibilidade. Bender e Mohammadiha
(1981) ao determinarem o nitrogénio fecal dos ratos em dieta
de caseina, feij3o cozido e aprotéica, durante 10 dias, en-
contraram os valores de 2 e 5,3 vezes maiores, respectiva-
mente, para caseina e feljdo cozido, em comparag3io com agque-—
les em dieta aprotéica. Os autores atribuem este aumento, em
grande parte, & descamagdo de células do epitélio da mucosa
intestinal. Fairweather-Tait e colaboradores (1983) encon-
traram valores de 2 a 3 vezes maior para nitrogénio fecal
dos ratos em dieta de feij3o cozido em relag3o a agqueles em
dieta de caseina. De acordo com estes autores & provavel que
0 nitrogénio fecal represente um produto complexo, sendo a

maior parte resultado da atividade da flora intestinal.

Assim, pelo exposto, observa-se que a ingestdo de
feijdo ocasiona um aumento de nitrogénio fecal. Este aumento

de excreg¢do de N fecal foi atribuido, por um lado, aos cons-
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tituintes do feijdo, tais como inibidores das proteases,
lectinas, compostoas fendlicos e polissacarideos e, por éu—
tro, A& estrutura de suae proteinas. Esses fatores tém suas
influéncias na susceptibilidade das proteinas as enzimas di-
gestivas e, consequentemente, na excrecdo de nitrogénio exé-
geno e, por mecanismo ainda n3o totalmente elucidado, na se-
cregdo e excregdo de nitrogénio endbgeno de varias fontes,
como também na atividade e populagdo microbiana no intestino

e nas fezes.

-

2.2.1 Susceptibilidade de proteinas de feij&o as enzimas

digestivas

A resisténcia das proteinas nativas do feij&o as
enzimas digestivas do trato gastro-intestinal, nos mamife-
ros, foi estudado por Waterman e Johns (1921); Vain Traub e
colaboradores (1978); Romero e Ryan (1978); Chang e
Satterlee (1981); Bradbear e Boulter (1984) e Deshpande e
Nielsen (1987b). Consideravel atenc&o, neste sentido, foi
dada a faseolina, a maior proteina de reserva do feijdo. A
faseolina nativa se mostrou largamente resistente & hidrdé-
lise in vitro, pela pepsina e quimotripsina (Vaintrauh et
alii, 1979; Liener & Thompson, 1880; Deshpande & Nielsen,
1987a). A combina¢3o destas enzimas ndo superou a resistén-

cia desta proteina & hidrdélise (Romero & Ryan, 1978;
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Vaintraub et alii, 1979). Vaintraub e colaboradores (1879)
estudaram a acZo da pepsina sobre a proteina 11-S e 7-S de
ervilha, 11-S de soja e 7-S de Phaseolus vulgaris. As trés
primeiras proteinas foram completamente hidrolisadas. O in-
dice de hidrolise era préximo ao da hemoglobina, enguanto
que para a proteina 7-8 de Phaseolus vulgaris, a hidrdélise
cessou quando 2,4% das ligac¢des peptidicas foram clivadas.
Liener e Thompson (1880) verificaram que a faseolina nativa,
virtualmente isenta da atividade antitriptica, continua mos-
trando uma resisténcia superior & hidrélise enzimdtica do
que a caseina. Chang e Satterlee (1981) sugerem que a baixa
susceptibilidade da faseolina a hidrdlise é particularmente
devido & sua estrutura compacta e Romero e Ryan (1978) atri-
buiram esta baixa suceptibilidade ao impedimento estrutural
na proteina. Enquanto a faseolina foi mostrada, por esses
autores como sendo largamente resistente & clivagem por en-
dopeptidases puras, had a sugestdo de Sgarbieri e colaborado-
res (1982) de que estas endopeptidases puras, tanto isolada-
mente como em combinag3o, s3o um modelo fraco para o estudo
em vivo da digestibilidade desta proteina, e que em torno de
90% de faseolina nativa foi digerida a segmentos soliveis em
acido tricloroacético, apés um tratamento sequencial, in vi-
tro, com extrato do estdmago e intestino delgado de ratos,
com pepsina e finalmente com pancreatina. De acordo com oS
autores, 10 minutos de aquecimento a 100eC, n3o tinha efeito

in vitro, no indice ou na extensdo da protedlise. Romero e
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Ryan (1978) e Liener e Thompeon (1980) relatam que um trata-
mento térmico adequado ocasiona um aumento marcante na hi-
drélise da faseolina pelas enzimas digestivas. A sua resis-
téncia A tripsina e quimotripsina chega préximo a da caseina
e a pepsina‘era menor do que a da caseina. Vaintraub e cola-
boradores (1976) observaram que a faseolina & completamente
hidrolisada pela pepsina apds a desnaturagio da proteina
pelo calor. Bradbear e Boulter (1984) compararam o rendi-
mento de aminodcidos obtidos pela hidrdlise acida da faseo-
lina, com o obtido pela sua hidrdlise enzimdtica. Os valores
foram 13% para faseolina crua e 91%, quando cozida.
Deshpande e Nielsen (1987b) inferiram que as teorias propos-—
tas para explicar a resisténcia da faseolina & protedlise,
tais como, impedimento estrutural, estrutura compactada e
estabilidade de sua estrutura tridimensional, n&o sio corre-
tas para a faseolina apoés tratamento térmico que a torna di-
gerivel, in vitro, por vArias proteases. Estes autores, como
também Lanfer Marques e Lajolo (1981), observaram que algu-
mas proteinas, no tratamento com calor, ndo formam gel, €
sugeriram gque agregagOes de proteinas com peso molecular
muito alto s3o formadas durante o aguecimento, e Qque ndo sao
degradadas com tripsina. Deshpande e Damodaran (1989) estu-
daram a relagdo entre a estrutura e a digestibilidade in vi-
tro da faseolina e vicilina. A faseolina nativa foi mais re-

sistente a tripsina do que a vicilina. O tratamento térmico,
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99°C por 15 minutos, influenciou o indice de proteblise das
duas proteinas de maneiras diferentes. O produto de cliva-
gem, durante os 10 primeiros minutos da hidrdlise, para fa-
seolina cozida e crua era similar; aumentando o tempo de di-
gestdo, a faseolina cozida continuou a ser hidrolisada a
peptideos de pesos moleculares menores, o que ndo aconteceu
com os produtos da faseolina nativa. No caso da vicilina, ©
indice da hidrélise apdés o aquecimento era quase a metade da
vicilina nativa. Foi sugerido que o calor pode ter causado
certa mudanga na estrutura gue conferia & vicilina uma apa-
rente resisténcia a4 protedlise. Sathe e colaboradores (1981)
observaram que a digestibilidade in vitro da farinha de fei-
jdo, albuminas, globulinas e proteina no estado cru era de
9%, 3%, 10% e 14% e -este valor, apbds tratamento térmico,

passou respectivamente para 64%, 24%, 30% e 24%.

Além da estrutura da proteina, alguns constituin-
tes do feij3o, como inibidores de tripsina, foram relatados
como os responsaveis pela baixa hidrélise do feij&o integral
e de suas proteinas isoladas, até mesmo apds o agquecimento.
Jaffé (1950), ao determinar o aumento da digestibilidade
verdadeira de sementes de leguminosas, devido & autoclava-
gem, verificou que aquelas espécies, incluindo Phaseolus
vulgaris, que apresentavam o maior aumento, possuiam também
a maior atividade antitriptica in vitro quando em estado na-

tivo. Habeeb (1966) mostra evidéncias de que a auséncia
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deste inibidor aumenta a susceptibilidade da proteina & hi-
drélise proteolitica. Ele compara a digestibilidade in wvitro
do extrato protéico da soja, cujo inibidor foi extraido, com
o extrato original antes e apdés o aquecimento. Conclui que
40% da diferenga de digestibilidade existente entre o ex-
trato de proteina, cozido e cru, era devido & auséncia do
inibidor da tripsina. Sgarbieri (18980) n33o encontrou corre-—
lagdo significativa entre a digestibilidade in wvitro e a
atividade do inibidor da tripsina para sementes cruas de le-
guminosas em algumas da espécie Phaseolus vulgaris. Lanfer
Marques e Lajolo (1981) observaram que o tratamento térmico
melhorou a digestibilidade in vitro da frag¢d3o globulina, en-
quanto reduziu a digestibilidade da fragdo albumina. Estes
resultados s3o contrarios a aqueles obtidos por Sathe e co-
laboradores (1982) Jja relatado. Lanfer Marques e Lajolo
(1981) sugerem que o inibidor da tripsina na frag¢3o albumina
é resistente ao calor e, durante o tratamento térmico, forma
com a proteina um agregado de alto peso molecular resistente
a hidrdlise. Lanfer Marques e Lajolo (1988) com o intuito de
determinar a origem do nitrogénio excretado, se endégeno ou
ex6geno, e da digestibilidade do feij&o e suas proteinas,
apbs o cozimento, realizaram um ensaio bioldégico na qual
utilizaram os gr3os de feij3o marcados em suas proteinas com
18N. As frag¢des protéicas 1isoladas causaram apenas um dis-
creto aumento na excreg¢do fecal, porém, um grande aumento na

excregdo, decorrente da influénecia do feijdo integral, foi
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observado. Com esses resultados os autores chegaram a inter-
pretar que a presenga de alguns componentes no feijdo inte-
gral, ou um mecanismo a nivel intestinal, leva a formagdo de
complexos protéicos indigeriveis, ou ent83o a um estimulo no
aumento da secre¢do de nitrogénio enddgeno. A globulina teve
uma digestibilidade estatisticamente igual 3 caseina e a al-
bumina uma digestibilidade relativamente baixa (79%). A li-
mitada digestibilidade da albumina foi atribuida as reag¢des
entre carboidratos e proteinas ou mesmo entre taninos e pro-
teinas, com formagdo de estruturas nd3o digeriveis pelas en-
zimas digestivas. O elevado teor de glicides na fragdo albu-

mina (300 mg/g proteina) favorece essa hipétese.

Os compostos termo-resistentes, como taninos e
cido fitico, podem contribuir para a baixa susceptibilidade
das proteinas & hidrdélise proteolitica. Romero e Ryan (1978)
ainda que n3o tenham encontrado nenhuma correlagdo entre a
concentra¢do de taninos nas diferentes linhagens e o indice
de hidrélise da proteina, observaram que a adigdo de taninos
implicou em decréscimo na digestibilidade in vitro. Bressani
e Elias (1980) ao estudarem a qualidade das proteinas do
feijdo branco e dos cultivares pigmentados de Phaseolus
vulgaris, observaram que os taninos s3o resistentes ao calor
e diminuem a digestibilidade das proteinas in vitro. Foi
proposto que, ou o tanino deixa a proteina parcialmente in-

disponivel & hidrélise, ou inibe as enzimas digestivas. Ou-
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tros autores como Laurena e colaboradores (1984) mostraram
também que taninos diminuem a digestibilidade in vitro das
proteinas, provavelmente devido & habilidade dos taninos em
formarem complexo com as proteinas. O calor minimizou o
efeito dos taninos sobre a digestibilidade (Barroga et alii,
1985). Outra substéncia sugerida como interferente no meta-
bolismo de proteinas é o acido fitico, que diminui a diges-
t3o de proteinas pelas enzimas proteoliticas (0"Dell &

Boland, 1976; Deshpande et alii, 1982).

As fibras do feijdo podem ter influéncia na hidrd-
lise das suas proteinas. Bressani (1973) mostrou evidénclas
de que 17% das proteinas do feijdo s3o lignificadas e que
nio s8o digeriveis. A filtrac3o em gel de proteinas soliveis
e hidrolisado de caseina contendo pectina ou residuos (sic)
de feijdo, mostraram a presenga de fragBes peptidicas de pe-
sos moleculares maiores do que as encontradas em hidrolisado
de caseina sem fibra (Acton et alii, 1982). De acordo com
Martin e colaboradores (1965) e em pH baixo forma-se um com-
plexo entre os grupos sulfato de polissacarideos e as pro-

teinas, o que protege as mesmas da hidrdlise peptidica.
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2.2.2 Aumento de secre¢des enzimAticas e descamag8o das cé-

lulas da mucosa intestinal

2.2.2.1 Aumento de Secre¢des Pancreédticas

A estrutura das proteinas do feijdo, com sua re-
sisténcia 4 enzimas proteoliticas, e seus produtos de diges-
t3o, pode ser o fator que aumente a secregdo exdcrina do
pancreas em dieta contendo feijdo como fonte protéica. Foi
proposto por Green e Lyman (1972) que a resposta secretora
do péncreas 4 proteina alimentar é devido & interrup¢do na
inibi¢8o "feedback"” triptica do pAncreas por proteinas. As-
sim, pdde-se concluir que proteinas que 830 atacadas pela
tripsina, mas que resistem a hidrélise triptica (um exemplo
extremo pode ser o inibidor da tripsina), podem ser particu-
larmente estimulantes para a secregdo pancredtica. Kakade e
colaboradores (1973) mostraram que 40% da hipertrofia oca-
sionada no pancreas de ratos alimentados com proteina de
soja crua, era devido & natureza refratiaria da proteina crua
a hidrdlise da tripsina, a n8o ser que a proteina fosse des-
naturada pelo calor. Green e colaboradores (1973) considera-
ram o mesmo motivo, natureza refrataria, a causa do aumento
de secregdo pancredtica nos ratos alimentados com proteina

cozida de soja em relac8o & caseina. A resisténecia das pro-

teinas do feij&o & hidrdlise pelas enzimas digestivas, tanto



devido a sua estrutura como devido & interferéncia de cons-
tituintes do feijdo, estaveis ou instaveis ao-calor foi ex-
posta, mas ndo encontrou-se literatura especifica sobre o
feijdo que indicasse o grau de influéncia que esta resistén-

cia pode ter no aumento da secre¢fo pancredtica.

A idéia do controle da secre¢3do pancreatica, de-
vido & resisténcia da proteina pelo mecanismo "feedback",
tem sentido quando se aceita a hipdtese de que a presenga de
proteina intacta é estimulante da secreg¢3o pancreatica, como
sugerido por Schneeman e Lyman (1975) e Johnson e colabora-
dores (1877). Existe outra série de autores, como Konturek e
colaboradores (1973) e Meyer e Kelly (1976), que defendem a
hipétese de que os produtos da digest3o das proteinas, como
alguns oligopeptideos, e até alguns aminodcidos, s3o regula-

dores da secregdo pancredtica.

O aumento e a estimulagdo da atividade secretora
do padncreas dos ratos quando alimentados com gr3os crus de
leguminosas, foi atribuido & preseng¢a de inibidores da trip-
sina, instaveis ao calor, existente nos gr8os de leguminosas
(Khayambashi & Lyman, 1966; Gerther & Nitsan, 1970). Lyman e
Lepkovasky (1857) administrado, via oral, o inibidor da
tripsina, em sua forma cristalina, em ratos, observaram uma

secregd3o pancredtica exagerada, n8o somente de proteases

como também de lipase e amilase. O aumento da atividade das
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enzimas no péncreés foi paralelo ao aumento da atividade de
enzimas digéstivas no intestino delgado. O estudo de inibi-
dor de alfa-amilase de feij3o (Phaseolus vulgaris) nio mos-
trou aumento da secre¢do de alfa-amilase no intestino del-

gado (Lajolo et alii 1991).

Haines e Lyman (1961) mostraram que a resposta
produzida pelo inibidor da tripsina no estado cru, baseado
na atividade enzimdtica do péncreas e intestino, foi 3 a 5
vezes maior do que a resposta produzida pela dieta de soja
cozida. Banerji e Sohonie (19639) encontraram para o feij&o
"Field"” uma perda de 59% da atividade inibidora, em 30 minu-
tos, e B86% em 60 minutos, a 100oC e pH 7,2. A autoclavagem,
a 15 1b de press3do, destruiu 93% da atividade por minuto.
Outros autores mostraram o efeito do calor, com diferentes
tempos e pH, sobre os inibidores de varias espécies de fei-
jdo (Jones et alii, 1963; Pusztai, 1968; Whitaker &
Sgarbieri, 1981). Embora um tratamento térmico adequado des-
trua a atividade dos inibidores da tripsina, foram detecta-
dos na frag3o albumina de alguns cultivares de Phaseolus
vulgaris, inibidores de tripsina e quimotripsina resistentes

ao calor (Deshpande & Nielsen, 1987b).
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2.2.2.2 Aumento da Esfoliagdo do Epitélio Intestinal

Foi relatado um aumento de esfoliagdo da mucosa
intestinal, em ratos alimentados com feijdo cru (Jaffé &
Camejo, 1961), ou feijdo cozido (Bender & Mohammadiha, 1981;

Fairweather-Tait et alii, 1983).

Dentre os fatores que aceleram a agdo de descama-
¢80 das células epiteliais intestinais ocorrida com a dieta
contendo feij3o integral cru, encontram-se as lectinas. De
acordo com King e colaboradores (1980), as lectinas existen-
tes no feijZo ligam-se & superficie luminal das vilosidades
intestinais dos ratos, ocasionando 8érios danos as células
epiteliais do intestino e 1les3o das microvilosidades bem
como das vilosidades (Pusztai et alii, 1979; Oliveira et
alii, 1989). Tem sido geralmente aceito que as lectinas sdo
substancias termolédbeis, que com tratamento térmico ade-
quado, inativa-se completamente (Antunes & Sgarbieri, 1980).
Ainda assim, o feij8o cozido provoca a esfoliagdo. Bender e
Mohammadiha (1981) propdem que o aumento do nitrogénio fecal
em ratos alimentados com feijdo cozido (10% proteina), em
comparacao com o8 animais em dieta de caseina ou aprotéica,
pode ser devido & acelerag3o da renovag3o das células da mu-
cosa intestinal. Sua conclusdo foil baseada na determinacgdo
da relagdo entre DNA:N em fezes de ratos alimentados com as

referidas dietas, e na estima¢do do nimero de bactérias fe-
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cais. Observaram que, enguanto a excreg¢do de DNA ndo mudou
ao comparar a dieta de caseina com a aprotéica, o valor de
DNA:N caiu de 0,55 para 0,25. Concluiram que o aumento de N
fecal, em ratos alimentados com caseina, em relag3o a apro-
téica, era devido & dieta n3o digerida ou n&o absorvida, ou
ainda, devido ao aumento do suco digestivo. No caso da dieta
do feijdo "White Kidney”, houve um grande aumento no DNA to-
tal, comparando-se com caseina e aprotéica, e a relagdo
DNA:N continuou a mesma. Concluiram também que o aumento do
nitrogénio na dieta do feijZo foi devido a material celular.
Este material pode ser proveniente de bactérias ou do epité-
lio intestinal. Fol estimado que a gquantidade de DNA prove-
niente de microrganismos, contava somente com 9 a 10% de au-
mento do DNA fecal. Sugeriram que o aumento de N fecal nos
ratos alimentados com feijdo, pode ser devido ao aumento
massivo do “"turnover" das células do epitélio da mucosa in-
testinal. Fairweather-Tait e colaboradores (18983) mediram o
"turnover'” da esfoliagdo da mucosa celular, em ratos alimen-
tados com feijdo "White Kidney", em comparagdao com 08 ratos
em dieta controle de caseina. A esfoliacdo foi estimada me-
diante injecd@o intraperitonial de timidina marcada com 23H. A
atividade de 3H/gr de peso seco de tecidos de jejuno, ileo e
c6lon, medida em varios intervalos de tempo, permitiu esti-
mar que a perda de BH de timidina, e consegquentemente de DNA
marcado, era 35% maior em animais alimentados com feij&o, em

compara¢do com agqueles em dieta controle de caseina. Os au-



tores argumentam que a estimag¢do de 35% de aumento na perda
de proteina, devido ao "turnover” de células, é uma quanti-
dade que aparece no conteido do intestino e pode-se esperar
que a malor parte desta proteina extra seja disponivel & di-
gest3o e reabsorg3o. Alem disso, levaram em consideragdo o
trabalho de Da Costa e colaboradores (1971), que somente 8%
a 15% da proteina eliminada pelo intestino delgado, devido &
esfoliag8o, & intracelular, sendo o restante extracelular.
Os autores concluiram que seus resultados nd3o permitem a su-
gest3o de gue o feijdo cozido podia ter ocasionado um efeito
t3o grande na mucosa intestinal, de modo gque esta fonte de
nitrogénio endégeno venha a representar um aumento de duas a

trés vezes de nitrogénio nas fezes.

O aumento da esfoliagdo da mucosa na dieta de fei-
j30, foi atribuido & sua guantidade de fibra (Fairweather-
Tait et alii, 1983; Southon et alii, 1985), pois ha evidén-
cias de que mudan¢as similares ocorrem em animais alimenta-
dos com dietas ricas em polissacarideos indigeriveis. Por
exemplo, Brown e colaboradores (1979) mostraram gue O con-
sumo de pectina parece ser associado a hiperplasia da
cripta, em intestino delgado de ratos. O efeito da fibra,
sobre a descamagdo do epitélio da mucosa intestinal, jé foi

descrito.
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2.2.3 Influéncia da flora bacteriana intestinal, na excre-

¢80 de nitrogénio fecal

Pion e colaboradores (1979), a fim de verificarem
se a diferen¢a de digestibilidade de varias dietas de legu-
minosas, inclusive de feijdo, poderia ser devida & excreg¢do
de nitrogénio da dieta, ao nitrogénio endégeno, ou ainda, &s
bactérias intestinais, calcularam a medida da diferenga re-
lativa entre a composi¢8o de aminodcidos das fezes, da pro-
teina da dieta e das bactérias do intestino. Observaram que
a dieta com feijdo cozido, ocasionava a diminuig3o da excre-
¢30 de aminoadcidos da dieta, e aumentava a proporcéo.de pro-
teina bacteriana quando comparada com caseina. Wilson e co-
laboradores (1980) observaram um aumento das contagens de
coliformes, mais particularmente de Escherichia coli, no in-
testino delgado de ratos alimentados com dieta de feijdo do’
cultivar Processor, com relagdo & dieta de caseina. Uma pos-
sivel explicag3o para o aumento de microorganismos pode ser
os carboidratos e fibras do feijdo. De acordo com Hellen-
doorn (1968), o valor de carboidratos indigeriveis de feijéo
cozido chega entre 15 a 20%: desta quantidade, 12% a 15% s3o
constituintes da parede celular (celulose, hemicelulose e
lignina), 3% a 5% s8co materiais solGveis, como pectina, ara-
. binogalactanas e oligossacarideos contendo galactose . De-
vido & falta de alfa-galactosidase no sistema digestivo, os

oligossacarideos, tais como, rafinose, estaquiose e verbas-



cose, ndo 830 digeridos no intestino, mas a microflora pre-
sente no intestino grosso sintetiza a enzima requerida e
fermenta o substrato (Calloway et alii, 1971; Fleming,
1981). Hellendoorn (1969) relata que a produgdo de COz deve
ter origem fermentativa, e que o substrato fermentado em
parte, deve ser o amido de feij&o n3o digerido, na parte su-
perior do ileo e que seria fermentado na porg3o inferior do
ileo e do célon. Possivelmente esta fermentag@o deve ser
acompanhada pela putrefagc3o de proteinas de feij&o n3o dige-
ridas no 1ileo. Wyatt e colaboradores (1988) ao alimentarem
os ratos com dieta base, sem fibra, e dietas testes, com di-
ferentes polissacarideos n3o digeriveis, observaram que a
populagdo bacteriana do ceco e do célon variava significati-
vamente, aumentando ou diminuindo, dependendo do tipo de fi-
bra. Esta diferen¢a era mais notavel em populac3o bacteriana
aerdbica. No entanto, nos experimentos feitos com humanos,
as varias dietas, inclusive as dietas com alto teor de fi-
bras, n@o mostraram mudangas significativa na populacdo da
flora bacteriana das fezes (Drasar & Jenkins, 1976). Bender
e Mohammadiha (1981) realizaram contagens de bactérias vié-
veis nas fezes do intestino grosso e determinaram o DNA de
Escherichia coli como microrganismo representativo. Com
isso, mostraram que, no caso de ratos em dietas com feij3o,
o DNA proveniente da flora bacteriana (viavel) perfazia ape-
nas 9% a 10% do total de DNA excretado, enguanto que para os

em dieta controle, caseina, era 15% a 18%. O DNA total das
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fezes dos ratos em dieta de feijdo era de 2 a 3 vezes maior
do que o8 em dieta de caseina. Os autores sugeriram que o
excesso de DNA nas fezes dos ratos em dieta de feijio pro-
vinha do marcante aumento na renovag¢do das células da mucosa
intestinal. Nesta conclusdo, os autores nd3o levaram em con-
sideragdo o DNA que poderia ser proveniente dos microrganis-
mos mortos. Harmuthe-Hoene e Sckwerdtfeger (1979) observaram
que a adigdo de goma guar (GG) e goma de feijdo carbo (CBG)
a dieta de ratos ocasionou aumento da excre¢do de matéria
seca e nitrogénio fecal, sendo que este Gltimo aumento foi
compensado pela redu¢do de nitrogénio urindrio. A quantidade
de matéria seca excretada, contudo, era consideravelmente
mais baixa do que se podia esperar caso os polissacarideos
ingeridos fossem excretados sem modifica¢8o. Os seus resul-
tados mostraram que cerca de 70% a 80% de GG e CBG tinham
sido aproveitados pelo organismo e o restante dos polissaca-
rideos fermentiaveis aumentou a atividade de microorganismos
e, consequentemente, o seu requerimento de nitrogénio. A re-
dugdo da excregdo de nitrogénio urindrio mostrou, por outro
lado, que este requerimento foi suprido pelo nitrogénio en-
dégeno. Segundo os autores, o aumento de nitrogénio fecal
consiste na maior parte, em produtos finais do metabolismo

bacteriano ou da prépria proteina bacteriana.

Além do exposto, o aumento da excregdo do nitrogé-

nio pode ser também devido ao efeito de componentes ndo di-



geriveis da dieta sobre o aumento de volume e sobre as
fungBes gastrointestinais. Este efeito, muitas vezes, foi
relacionado com a atividade de microorganismos. El-Harith
(1977) sugeriu que o aumento do ceco era devido & dieta rica
em amido, sendo uma resposta adaptativa a mudang¢a de sua mi-
croflora. A mesma conclusiio fol tomada por Jacobs e Lupton
(1984), relatando que polissacarideos fermentativos causam
um aumento maior no ceco do que polimeros ndo degradaveis.
Esta observag8o parece estar de acordo com o relato de
Sakata (1987), mostrando gque acidos graxos de cadeia curta,
produtos de metabdlitos de microorganismos ao usar carboi-
dratos, estimulam a produ¢8o de células epiteliais e causam
crescimento da mucosa. Ainda mais, Konishi e colaboradores
(1984), relatam gque a resposta do ceco, em ratos & dieta
contendo glicomanana era mais de hipertrofia celular que
propriamente aumento de descamag&@o. Fairweather-Tait e cola-
boradores (1982) ao alimentarem ratos com dieta de feijdo
ndo encontraram nenhuma evidéncia de aumento de "turnover”
de células no intestino grosso, em comparagdo com dieta da
caseina. O aumento da descamagdo no intestino delgado era de
35%. Wyatt e colaboradores (1988) inferiram que o aumento do
cdlon & devido a hipertrofia do tecido em resposta ao au-
mento do volume de seu contelido e ndo é& prové&el que metabd-
litos da atividade microbiana sejam a causa da resposta tro-
fica observada quando polissacarideos nd3o digestiveis estéo

presentes na dieta.

74



2.3 Métodos de determinag¢do de nitrogénio enddgeno

A diversidade das fontes que ddo origem as se-
cregdes enddgenas, sua complexidade biogquimica e a impor-
tante influéncia dos nutrientes na sua magnitude, s8o de
grande interesse. Entretanto, pelos processos fisicos e qui-
micos & impossivel separar efetivamente na digest3o os com-
ponentes enddégenos daqueles da dieta. O método convencional
utilizado para medir o nitrogénio endégeno fecal era o mé-
todo aprotéico. Esta determinacdo estava baseada no fato de
que a excre¢do de nitrogénio metabdlico esta relacionada com
a quantidade de matéria seca consumida. Assim sendo, o ni-
trogénio metabdélico fecal (NMF) podia ser determinado colo-
cando o8 animais em dieta livre de nitrogénio e o medindo
nas excre¢des fecais. Mitchell e Carman (1826) ao estudarem
o valor biolégico das misturas de farinha de trigo com di-
versas proteinas animais na proporgdo 2:1, verificaram que o
uso de uma dieta contendo de 0,6% a 0,75% de nitrogénio de
ovo integral era preferivel ao uso de uma dieta aprotéica.
Schneider (1934) fez uma revis3o, levando em consideragdo
dois fatores : peso do animal e a gquantidade de alimento
consumido, na excreg3c do NMF. A revisdo incluiu 1.160 de-
terminag8es de NMF, com ratos de diferentes pesos e de va-
rios niveis de consumo de dieta. O autor observa que o NMF
consiste de duas fragSes: uma fragdo gque é constante e pro-

porcional ao peso do corpo, e uma segunda gque & proporcional
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a quantidade de matéria seca ingerida; informa ainda que o
NMF atinge praticamente um nivel constante para determinado
consumo de alimento, acima de um wvalor minimo, que parece
ser aquele proéximo ao que é requerido para a manutengdo do
peso do corpo. Boshardt e Barnes (1946) determinaram o ni-
trogénio fecal através de método grafico de regressio li-
near. Para esta determina¢f8io levaram em conta a ingestdo de
nitrogénio consumido por unidade de dieta ingerida em niveis
protéicos diferentes, e a excreqgdo de nitrogénio fecal por
unidade de dieta consumida. A linha obtida foi extrapolada
para o ponto zero de nitrogénio consumido. O wvalor Y foi
usado como o valor para NMF por unidade de alimento consu-

mido.

Keith e Bell (1888) investigaram a estimacgdo de
NMF pelos dois métodos, sugeridos por Boshardt e DBarnes
(1946) e Mitchell (1924). Determinaram em ratos, a digesti-
bilidade aparente e verdadeira de nitrogénio e aminodcidos
de sete fontes protéicas, a saber: caseina, gelatina, glia-
dina, lactalbumina, proteina de soja e proteina de milho.
Concluiram que quando uma proteina & ministrada aos ratos, a
excregdo de NMF pode ser determinado por ambos os métodos,
mas os mesmos ndo podem ser aplicados quando a fonte pro-

téica contém substéncias antinutritivas.
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Skilton e colaboradores (1988) alimentaram ratos
com guatro tipos de dieta nas quais a tGnica fonte de nitro-
génio fol a mistura sintética de aminodcidos. Cada dieta foi
formulada para ser isenta de dois aminoacidos a saber: dieta
I - destituida de 4&cido aspartico e serina, dieta II - de
dcido glutamico e prolina, dieta III - de glicina e alanina
e dieta IV - de &cido gluté@mico e lisina. O fluxo de aminod&-
cidos endbégenos no ileo de animais alimentados com cada uma
destas dietas foi comparado com os em dieta aprotéica. Os
fluxos ndo eram significativamente diferentes, para &cido
aspartico, acido glutédmico, serina e lisina, mas eram signi-
ficativamente maior para prolina, glicina e alanina na dieta
aprotéica. Moughan e Rutherford (1890) para determinac¢3do do
fluxo de 1lisina e outros aminoacidos do ileo, alimentaram
ratos com dietas de caseina hidrolisada, gelatina, em que a
lisina tinha sido parcialmente transformada em homoarginina
(através da reagdo de guanidinag3o), e/ou dieta aprotéica. O
trabalho mostrou gue o fluxo de lisina endégena Jjuntamente
com o fluxo enddégeno de outros aminodcidos no terminal do
ileo, na condig3o normal, pode ser significativamente subes-
timada quando a medig8o é feita na condig3o de alimentagdo
aprotéica. Os autores relatam que a proteina guanidinada

pode ser um meio para determinac¢8o de aminodcidos enddgenos.

Para estudar o valor nutricional das proteinas de

leguminosas e a contribui¢8o do nitrogénio de origem endd-
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geno para o nitrogénio total encontrado nas fezes e urinas
de ratos alimentados com dietas contendo leguminosas, como
tnica fonte de proteina, foram utilizadas leguminosas marca-
das isotopicamente em suas proteinas. A incorporagdo de 15N
pelo vegetal ocorreu durante seu cultivo (Oliveira &
Sgarbieri (1986%); Lanfer Marquez & Lajolo, 1888; Domene,
1990). Os resultados destes autores mostraram que os animais
alimentados com dietas de gr8os de leguminosas, mesmo cozi-
dos, excretaram maior guantidade de material enddégeno do gque
os animais com dietas aprotéicas ou caseina, e, consegqlente-
mente, os valores encontrados para digestibilidade e wvalor
biolégico reais de proteinas eram superiores aos aparentes e
verdadeiros, indicando a impropriedade da utilizagdo de
dieta aprotéica para ensaios nutricionais de gr@os de legu-

minosas.

A técnica da marcagdo do animal com 185N para ava-
liag8o0 de digestibilidade das proteinas do feijdo-fava
(Vieia faba) foi utilizado por Bergner e colaboradores
(1984). Neste caso, o animal incorporou o 1isdétopo por
ingest8o de cloreto de amdnio enriquecido com 96 &tomos % de
15N em excesso, misturado & dieta. A abundancia de 15N nas
proteinas pancredticas e nos demais sistemas digestivos era
bastante semelhante adquela encontrada na urina destes
animais. Assim a porcentagem de 18N em excesso na urina foi

indicativa da eliminag3o do isdétopo neste sistema.
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Shahkhalili e colaboradores (1990) na tentativa de
jdentificar a fonte de nitrogénio extra excretado nas fezes
(N endégeno versus N da dieta), gquando a dieta é rica em po-
lifendis, também utilizaram 18N. Os ratos receberam uma in-
je¢80o intravenosa de 1BN-glicina na veia caudal. As fezes
foram coletadas diariamente e o 18N foi determinado para
cadlculo do nitrogénio endégeno.0s resultados indicaram que
alimentos ricos en polifendéis tem efeitos varidveis na se-

cregdo de N em fezes.

O uso de isétopos radiocativos também tem sido ou-
tro método para observar o aparecimento de proteinas enddge-
nas, peptideos e aminodcidos no trato gastrointestinal de
ratos, apoés injegcdo intravenosa ou intraperitonial de amino-
dcidos marcados. Jacobs (1965) observou que, alguns minutos
apds a injegdo de 5 uCi de &cido aspartico 14C ja era possi-
vel sua detec¢do no contetdo luminal. Ochoa-Solano e Gilter
(1967) isolaram proteinas enddgenas do estéomago e intestino
delgado de ratos, 2 horas apbs a injeg3o0 de metionina mar-
cada com enxofre 35 na veia caudal. Oliveira e Sgarbieri
(1986) para estudar o efeito da dieta contendo feijdo seco
na excreg¢do de nitrogénio enddgeno, injetaram glicina mar-
cada uniformemente com 14C, em ratos. Comparando a radioati-
vidade fecal dos ratos em dieta de feijdo cozido, feijdo
cru, caseina +2,7% de fibra e aprotéica, obtiveram o se-

guinte resultado: as radiocatividades das fezes de animais,



em dietas de caseina, feijdo cozido e.feijﬁo cru, foram res-
pectivamente 2,5 e 10 vezes maiores do que nas fezes de ani-
mais que receberam dieta aprotéica. Para assegurar que a ra-
_dioatividade do 14C estava ligada ou relacionada com o ni-
trogénio excretado, e o método ser valido para a determina-
¢80 do nitrogénio enddgeno, os autores calcularam, em varias
dietas, a correlagdo entre radioatividade e o nitrogénio fe-
cal, observando uma correlagdo forte com r = 0,39564, mos-
trando que a glicina excretada estava ligada as proteinas do

rato ou em forma livre.

Os nucleotideos radioativos, precursores de acidos
nucléicos, especialmente timidina tritiada, foram utilizados
para estima¢do da esfoliagdo de células epiteliais, uma das
fontes de nitrogénio enddégeno. Fairwheather-Tait (1982) para
estudar o efeito que o feijdo exerce sobre a excregdo endo-
gena de nitrogénio, e o "turnover' de células da mucosa em
ratos, injetou nos animais SH-timidina, colocando-os em
dieta de caseina e feijdo. Foi determinado a atividade média
do 3H/g em tecidos do jejuno, ileo e cdélon, em periodos de
24, 48 e 72 horas. O método baseou-se no principio de que os
DNAs, das células em divis8o, podem ser seguramente marcados
com 3H de timidina, num periodo curto, apds a sua adminis-
tragdo, e subsequente clivagem metabdélica. A atividade do SH
nos tecidos de proliferagdoc permanece estdvel, enquanto as

células amadurecem, e esta atividade diminui quando as célu-
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las envelhecem, e s3o eliminadas da populagdo. A autora en-—
contra uma diminuig¢3o de 35% na radioatividade dos tecidos
dos animais em dieta de feij3o comparando com agqueles em

dieta de caseina.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Feijdo

Utilizou-se grd3os de dois cultivares de feijéo
(Phaseolus vulgaris), Carioca.80 e Aeté-3, da safra das
dguas de 1987, colheita em fevereiro de 1988, proveniente da
Sec8o0 de Leguminosas do Instituto Agronémico, Campinas, sp,
com teor protéico médio (N x 6,25) de 22,0 e 22,9%, respec-

tivamente.

3.1.2 Caseina

Caseina comercial, procedente do Uruguai, contendo

86,1% de proteina bruta.

3.1.3 Rag8o Comercial

Dieta n83o purificada de férmula fechada Labina, da

Purina Nutrimentos Ltda., com teor minimo de proteina de

23,0% (especificag¢do do fabricante).
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3.1.4 Aminoécidos Marcados com Tritio

Foram utilizados para marcag8o das proteinas dos

ratos, solu¢des aquosas, esterilizadas, contendo 1 mCi/mol
de :
L - [5 - BH]-arginina monocloridrato, contendo 16,7 Ci/mmol

de radiocatividade especifica

H-N-CH3 - CHp- CH, - CH - COOH- HC
| ‘ !

C=NH NH,

i

NH,

[2 - 3H]-glicina, contendo 2,8 Ci/mmol de radiocatividade es-

pecifica
H> CH™ cooH
NH,
DL [(4,5-3H]-leucina, contendo 54 Ci/mmol de radicatividade
especifica
o
H3C

'CHY. CHy- CH - COOH
H3C NH,
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Proveniéncia de The Radiochemical Center, Amersham Interna-

tional plc, England.

3.1.5 Nucleosideos Marcados com Tritio

Foram utilizados para marca¢8o dos acidos nucleéi-

cos dos ratos, solugBes aquosas, esterilizadas, contendo 1

mCi/mlL de:
[5 - 3H]-uridina contendo 29 Ci/mmol de radioatividade espe-
cifica
0 (]
HN)jH
oy

N
¢ o
HOH,C Gy

OH OH

[G - 3H]-adenosina contendo 6,86 Ci/mmol de radiocatividade

especifica

NH,

N’\/EN\ .
| H
H'J\\N N>

0

HOHZC-S\H h{ /CH
C—¢C

) []
OH OH
Proveniéncia de The Radiochemical Center, Amersham Interna-

tional plc, England.
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Os atomos assinalados nas férmulas dos aminodcidos e nucleo-

sideos correspondem aos atomos de tritio.
3.1.6 Animais Utilizados nos Ensaios Biolégicos

Foram utilizados ratos albinos machos da linhagem
Wistar, procedentes do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas, SP. Os ratos, com uma a duas semanas
ap6s o desmame, eram cdlocados em gaiolas de crescimento in-
dividual com ragfo comercial e dgua & vontade, no Laboratd-
rio de Ensaios Biolégicos da Faculdade de Engenharia de Ali-
mentos, com temperatura ambiente controlada de 2400; 0O tempo
de aclimatag3do foi de 2 dias e os ratos pesavam ao final
73,6+8,6 em média. Foram realizados cinco ensaios biolégicos
A, B, C, D e E, que serdo descritos em segdes posteriores.
Os ratos, apés 16 horas de jejum e dois dias de adaptag@o a
dieta, pesavam em média 70,0 + 9,1 g ao comego do balango.
No ensaio B, o periodo de aclimatag3o chegou a 15 dias em
dieta comercial, devido a que o liofilizador encontrava-se
em conserto e atrasou a preparagd3o da dieta. Assim, neste

ensaio, os ratos pesaram em média 160,0 + 13,2 gramas no co-

me¢o do balango.



3.2 Métodos

3.2.1 AnéAlises Quimicas e Bioquimicas

3.2.1.1 Umidade: a umidade foi determinada segundo o método
descrito pela AQOAC (1980), utilizando estufa a 100-110eC até

peso constante.

3.2.1.2 Lipides totais: o método utilizado consiste de uma

modificag¢do do método de Bligh e Dyer (1959).

3.2.1.3 Cinzas: foram determinadas pela incinera¢do do ali-
mento a 500-550oC em forno de mufla, obtendo-se assim o re-

siduo mineral fixo, conforme Instituto Adolfo Lutz (1976).

3.2.1.4 Fibra: o método utilizado para a determinagdo da
fibra era o de Weende, segundo Pearson (1976) onde simula-se
in vitro o processo de digestdo in vivo. O residuo da di-

gest8o deduzido do teor de cinzas, representa a fibra bruta.

3.2.1.5 Nitrogénio: o contelGdo de N total foi determinado
por método semimicro-Kjeldahl. Utilizou-se sulfato de cobre
e de potéssio (Gunning, 1889; Arnold & Wedemeyer, 1892, apud
Montes, 1866) e diéxido de titénio (Williams, 1973), como

catalisadores da digest3do das amostras.
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3.2.1.6 Proteina: foi determinada em térmos de "“"proteina’

bruta", multiplicando-se os teores (%) de nitrogénio total
pelo fator de conversdo de nitrogénio para proteina, 6,25 no
caso de feijsio e 6,38 para a caseina, segundo Paul e

Southgate (1978).

3.2.1.7 Determinac3o da radiocatividade do tritio [SHI1: a
radioatividade das amostras de aminodcidos enucleosideos foi
determinada pela adigdo direta de 5 ulL de solugdo diluida
1/50 de amostra em 5 mL do liquido de cintilag3o, Instagel,
de Packard Instruments International S.A., Zurich,
Switzerland. Da mesma forma procedeu-se para as urinas, que
eram recolhidas em acido sulfirico e completado o seu volume
com agua, para 50 mL. Na determinag8o da radioatividade das
fezes e tecidos, utilizou-se aparelho Beckman Biological
Oxidizer Material, sendo o vapor da 4&gua resultante da
combust3o recolhido em tubo que estava imerso em gelo-seco.
Terminada a combust3o, a A&gua recolhida no tubo foi
transferida para o frasco do cintilador com auxilio de 10 mL
de 1liquido de cintilagd3o. A contagem foi efetuada em
cintilador 1liguido Beckman LS 7000. Os calculos para
transformagdo de contagem por minuto (CPM), dado pelo

aparelho, para uCi foi baseado em Segel (1968).

3.2.1.8 Determinac3o de BNA: a extrag3o foil feita conforme

procedimento de Schmidt-Thannahauser, que utiliza espectro-
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fotometria ultra-violeta na quantificag¢fo, modificado por
Munro (1961). O método baseia-se na absorgdo caracteristica
da luz ultra-violeta pelos componentes purinicos e pirimidi-
nicos das moléculas de &cidos nucléicos. A determinacd3o
quantitativa foi feita através da curva padr3o de RNA, sendo
o valor de RNA expresso em mg/g de fezes. Utilizou-se como
padr3o, RNA proveniente de leveduras, Kocha-Light Laborato-

ries Ltd.

3.2.1.8 Cortes Histolégicos: os cortes histolégicos de in-
testino delgado foram feitos conforme Barka e Anderson
(1963). A técnica constava da retirada de amostras dos or-
gdos, e fixagdo das mesmas em formol a 4%, durante 48 horas.
Foi seguida pela desidratag8o das amostras em sucessivas so-
lucdes de A&lcool etilico, clarificagdo com xilol, impregna-
¢80 em parafina e =xilol,e finalmente inclusdo em parafina.
Foram seccionados os blocos em cortes semi-finos, de 2 a 4

um, e montados em l&mina.

3.2.1.10 Radicautografia: as la&minas contendo os cortes
semi-finos, desparafinizados e hidratados foram cobertas com
emuls8o fotografica marca ILFORD K.5D, England, da seguinte
forma : 2 a 3 gotas de emuls3o liquefeita & 42oC e diluida
1:1 com A&agua, foram colocadas com auxilio de uma pipeta de
Pasteur ao lado dos cortes e, a seguir, com o auxilio da

mesma pipeta, espalhadas sobre a preparag¢do. Imediatamente



apés a cobertura dos cortes, as laminas foram colocadas ver-
ticalmente em caixas pretas vedadas com fita isolante preta
e mantidas a 4oC durante 30 dias (Blumen & Merzel, 1876; No-

gueira, 1978).

3.2.1.11 Técnica Fotografica: as l&minas apdés 30 dias foram
tiradas das caixas pretas, reveladas, fixadas e posterior-
mente coradas com hematoxilina e eosina. Para fotomicrogra-

fia foi utilizado um microscépio 6ptico de rotina.
3.2.2 Ensaios Biolbgicos

3.2.2.1 Preparacfo da Farinha Integral de Feijfo Cozido: os
gr3os de feijdo foram macerados em agua por 12h, & tempera-
tura ambiente, na relagdo 1:3. Em seguida, eram submetidos
ao cozimento em panela de press3o, adicionando mais 1 porGgao
de agua, de conformidade com procedimento doméstico. Os
feijSes ap6s cozimento, foram liofilizados em liofilizador
Virtis, modelo nimero 10.146 MR-BA. Os grdos liofilizados
apresentaram teor protéico de 23,1% e 23,8% respectivamente,
para Aeté-3 e Carioca 80. No ensaio B, devido a defeito no
liofilizador, os gr3os foram secados em estufa com circula-
¢c%0 de ar, da FANEM modelo 330. A temperatura inicial foi
80°C durante as primeiras 3 horas e depois 50-602C, durante
18 horas. Os grdos secos continham 9,0 + 0,5% de umidade e

teor protéico igual a 22,1 para Carioca 80 e 22,68% para
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Aeté-3. Os feijdes, liofilizados e/ou secos, foram moidos em
moinho de facas de Maquinas Renard, modelo MFC 130-75-01 e
depois passados no sistema de quebra de moinho Bradender

Quadrumat Senior.

3.2.2.2 Preparac3o das Dietas: as dietas foram preparadas
segundo a AOAC (1975). Como as dietas de feijdo continham
2,5% de fibra bruta, teor mais alto do que o recomendado
pela AOAC, adicionou-se mesmo teor de celulose (microfina,
grau farmacéutico, Microcel, de Blanver) as dietas de
caseina e aprotéica. Esta adig3o tinha a inteng3o de simular
o possivel efeito fisiolégico e/ou bioquimico, ja referido,
da fragdo fibra existente no feijdo integral nos ratos,
embora sabendo-se que esta é de complexidade bem maior.
Assim, tal adic80 teve mais particularmente a finalidade de
padronizar as dietas experimentais no tocante a sua
composig3o centesimal. Os teores percentuais médios de
proteina bruta obtidos nos diferentes ensaios foram de 11,2
+ 0,5; 11,3 + 0,4 e 10,7 + 0,7% para as dietas de feijdo
Carioca 80, Aeté-3 e caseina, respectivamente, sendo que a
composigdo da mistura salina utilizada foi aquela
especificada pela AOQOAC (1975), e a mistura vitaminica para
fortificag8o de dieta,de acordo com Nutritional Biochemicals
Corporation (NBC) (1878), As formulagdes das dietas, da
mistura salina e da pré-mistura vitaminica, estdo dispostas

nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. O 6leo vegetal utili-
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zado foi de milho (Mazola). A fragcdo carboidrato que comple-—
ta a dieta a 100% foi fornecida com 25% de sacarose {agucar

UniZo) e 75% com amido de milho (Maizena).

TABELA 1. Formulacd3o das dietas utilizadas nas ensaios bio-

légicos, segundo AOAC (1975).

Componentes Dietas Protéicas Dieta Aprotéica
(%) (%)

Proteina 10 0

Oleo Vegetal 8 8

Mistura Salina 5 5

Mistura Vitaminica 2 2

Celulose 1,7 1,7

Carboidrato q.s.p. 100 100




TABEIA 2. Formulag3o da mistura salina utilizada nos ensaios

biolégicos segundo AQAC (1975).
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Componentes Formula Porcentagem
Cloreto de Sdédio NaCl 13,930
Iodeto de Potéassio KI 0,0780
Fosfato Mono-Potéssico KH2PO4 38,900
Sulfato de Magnésio MgS0a 5,730
Carbonato de Calcio CaCOs 38,140
Sulfato de Ferro FeB04.4H20 2,700
Sulfato de Manganés MnSO4.4H=20. 0,401
Sulfato de Cobre CuS04.5H=20 0,047

Cloreto de Cobalto CoClz.6H=20 0,002




TABELA 3. Formula¢8o da mistura(*> vitaminica para fortifi-
cacdo de dieta (Pré-Mistura preparada pela Roche)
utilizada nos ensaios bioldégicos, segundo National

Biochemicals Corporation (1977/1878).

Componentes Gramas
Parte A
Vitamina A Palmitato 250 C.W.S. 3,60
Vitamina D3 P6 100 C.W.S. 1,00
Vitamina E P6 50% SO 10,00
Acido Ascérbico 45,00
Cloreto de Tiamina 1,00
Cloreto de Piridoxina 1,00
Biotina 0,02
Pantotenato de Calcio 3,00
Acido Félico 0,09
Riboflavina 1,00
Cianocobalamina 0,1% 1,35
Inositol 5,00
Menadiona 1,47
Acido para-Aminobenzdbico 5,00
Niacina 4,50
Dextrose 416.12
500,00
Parte B
Cloreto de Colina 50% 150,00
Dextrose 350,00
500,00

(*) Mistura igual das duas partes feita no momento de uso.



3.2.2.3 DeLﬁnmina2ﬁQ_da_Diga5Libilidada_s_YalQn_BinégiQQ:
a digestibilidade e o valor biolégico das proteinas foram
estimados tendo-se por base o balango de nitrogénio. O ni-
trogénio ingerido com a dieta, o nitrogénio fecal e urindrio
foram determinados. A digestibilidade aparente e verdadeira
foi calculada conforme descrito por Wolzack e colaboradores
(1981) e Liener e Thompson (1980), respectivamente, e o va-
lor biolégico aparente e verdadeiro segundo Pellet e Young

(1980).

3.2.2.4 Ensaio A: para este balango, os ratos sofreram je-
jum durante 16 horas (Oliveira, 1986), com &gua & vontade, e
foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais e nas die-
tas balanceadas de caseina, feijdo cv. carioca 80, feijéo
cv. Aeté 3, com 11,5 + 1,2% de proteina e aprotéica-Apods
dois dias de adaptag¢dio, pesando em média 69,5 + 8,5 &g,
receberam inje¢8o intraperitonial de 125 ul. de solugdo
aquosa de L-[5-3H]-arginina-monocloridato, equivalente a 50
uCi. Utilizou-se 8 ratos por dieta e um Dbalango de
nitrogénio de 4 dias, sendo que, em cada dieta, foram
mantidos 3 ratos controle, sem aplicag¢3o de 3H-arginina. O
nitrogénio das fezes e urinas, sendo estas ultimas
recolhidas em 10 ml, de &cido sulflGrico 20%, e suas
radioatividades, foram determinadas, visando comparar a
excreg3o de nitrogénio enddgeno dos ratos nas varias dietas
e verificar se a inje¢dio do marcador radiocativo, tinha

influéncia nos desempenhos dos ratos e nos 1indices de
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qualidade protéica das dietas, mais particularmente,
digestibilidade e valor biolbgico aparentes e verdadeiros.
Paralelamente, 10 ratos foram injetados com 50 uCi de 3H-ar-
ginina, colocados nas dietas de caseina e de feijdo cv.
Carioca 80 (5 em cada dieta), e sacrificados apés 6, 24, 48,
72 e 96 horas. Na dissecag¢do, o intestino delgado e conteudo
do intestino grosso foram removidos e liofilizados para
posterior determinacdo da radioatividade, visando comparar a
libera¢8o gradativa da radiocatividade entre os ratos nas
duas dietas. Realizou-se também cortes histolégicos do

intestino para radioautografia.

3.2.2.5 Ensaio B: a semelhan¢a do balango anterior, os ra-
tos mantidos em gaiolas metabbdlicas foram submetidos a um
jejum por 16 horas, com agua a vontade, sendo posteriormente
alimentados com dietas de caseina, feij3o c¢v. Carioca 80,
feijao cv. Aeté-3, contendo uma porcentagem média de pro-
teina bruta de 11,0 + 0,1%, e dieta aprotéica. Apds dois
dias de adaptag¢do as dietas, os ratos apresentando um peso
médio de 167,3 + 15,8 g {neste ensaio, o periodo de aclima-
tagdo foi de 15 dias, conforme descrito), foram submetidos &
inje¢80 intraperitonial de uma dose uUnica de 125 ul. de solu-
230 aquosa de [2-BH]-glicina equivalente a 42 uCi. Utilizou-
se 4 ratos por dieta e procedeu-se a um balang¢o de nitrogé-

nio de 4 dias. Determinou-se o nitrogénio de fezes e urinas

e suas radiocatividades. Visava-se, com este balango, compa-
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rar-se a excregdo de nitrogénio enddégeno dos ratos nas di-
versas dietas e determinar, a titulo de monitoramento, a di-
gestibilidade e wvalor bioldégico das proteinas das dietas de

caseina e de feijdo.

3.2.2.6 Ensajo C: neste balango, os ratos jejunos eram co-
locados nas dietas ja referidas nos balangos anteriores, com
uma percentagem média de 11,3 + 0,5% de proteina. Apdés dois
dias de adaptag¢8o as dietas, os ratos pesando 78,3 + 6,6 g,
receberam a inje¢8o intraperitonial de 125 ul. de solugdo
aquosa de DL-[4,5-3H]-leucina, equivalente a 45 uwCi. Poste-
riormente, procedeu-se a um balango de nitrogénio de 4 dias,
utilizando 6 ratos por dieta, determinando-se o nitrogénio
das fezes e urina e suas radio-atividades, visando-se, com
este balango, & semelhanga do anterior, fazer uma comparagao
da excregdo do nitrogénio enddgeno. Paralelamente, foram in-
Jjetados em 4 ratos 45 uCi de DL-[4,5-3H]-leucina, sendo co-
locados.em dieta de feijdo Carioca 80. Estes ratos foram sa-
crificados por asfixia com éter etilico e dissecados em 24,
48, 72 e 96 horas. Na dissecag¢do, os intestinos delgados dos
ratos, foram removidos e liofilizados para determina¢8es de
radioatividade. No mesmo tempo, por¢des do intestino delgado
foram colocadas em fixador formaldeido, para posteriores
cortes histolbégicos e radiocautografia, a fim de observar a

incorporagdo e/ou a liberagdo gradativa da radioatividade.
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3.2.2.7 Ensaio D: apbs o Jjejum dos ratos foram colocados
nas dietas de caseina, de feij3do Carioca 80, com teor pro-
téico médio de 10.8 + 0,9% e aprotéica. Completados dois
dias de adapta¢do, os animais pesando em média 66,9 + 7,8 g,
receberam aplicagdo intraperitonial de 125 ul de solugdo
aquosa de adenosina tritiada,[G-3H]-adenosina, equivalente a
50 wCi. Utilizou-se 6 ratos por dieta e procedeu-se a um ba-
lango de nitrogénio de 4 dias, sendo dois ratos utilizados
como controle (sem aplica¢do de 3H-adenosina), visando esta-
belecer até que ponto o aumento da excregdo enddégena de ni-
trogénio seria devido & descamagdo dos enterdécitos, através
da marcag8o dos acidos nucléicos e posterior determinagd3o de
RNA e contagem da radioatividade nas fezes. Neste balango,
também foram determinados a digestibilidade e valor biolé-
gico das proteinas das dietas. Apds o balango, os ratos fo-
ram sacrificados e dissecados, removendo-lhes os intestinos
delgados, que foram liofilizados para a determinag3o de ra-
diocatividade. Paralelamente, realizou-se um monitoramento

com radioautografia.

3.2.2.8 Ensalo E: neste ensaio foram utilizados ratos de
peso médio 60,5 + 5,7 g, que foram colocados em dietas de
caseina e feijdo Carioca 80 com teor protéico de 11,0 +
0,3%, sendo 6 ratos em cada dieta. Apbs 15 dias nas dietas,
os animais pesando 120,1 + 6,5 g receberam a inje¢8o intra-

peritonial de 300 uli de solu¢80 aquosa de [5-3H]-uridina,
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equivalente a 120 uCi, visando a marca¢do do acido ribonu-
cléico (Schaer et alii, 1869). Apdés 2, 6 e 12 horas da inje-
¢30, dois ratos em cada dieta foram sacrificados. Realizou-
se a remog8o do intestino delgado para determinagdo da ra-
diocatividade e autorradiografia, wvisando estudar a incorpo-
rag3o da radioatividade através da marcagdo dos acidos nu-
‘cléicos, especialmente RNA e a sua liberac3o, através da

descamag¢do dos enterdcitos.

3.2.3 Tratamento Estatistico

Empregou-se a distribuig¢do completamente randomi-
zada ("Completely Random Design” ou CRD) para o delineamento

experimental (Bender et alii, 1982).

As diferencas de médias foram testadas pela ané-
lise de variancia e posteriormente foi aplicado o teste de
Duncan para determinar os grupos gque, em média, tinham res-

postas estatisticamente semelhantes.

Foi calculada a correlag3o e regressdo linear sim-
ples entre as variaveis dependentes e independentes do es-
tudo. Procurou-se a presenga de pontos estranhos '"outliers”
mediante a distancia de Cook, pois estes pontos poderiam in-

terferir na procura do modelo de regressdo, tendo como re-
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sultado correlagdes baixas. Quando foram encontrados, as

andlises foram refeitas eliminando estes pontos.

Para a execugdo das metodologias estatisticas
acima descritas, foram utilizadas as sub-rotinas do pacote
estatistico “Statistical Package for the Social Sciences”

(SPSSPC/+).

Nos diagramas de dispersdo em que serdo dispostas
as regressdes lineares, que explicam as relagdes entre duas
varidveis sera utilizada a seguinte notagdo para os pontos:
(*x) pontos experimentais; (.) pontos estimados de ajuste das

retas; ($) coincidéncia de pontos experimentais e de ajuste.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composigdo centesimal

A Tabela 4 apresenta a anidlise centesimal da fari-
nha integral dos gr3os de feij3o dos dois cultivares, Cario-
ca 80 e Aeté 3, utilizados como fontes protéicas para prepa-
ragdo das dietas balanceadas. Os valores apresentados mos-
tram, para os cultivares referidos, a composi¢3o centesimal
tipica, ja& descrita para gr8os de feij3o (Tobin & Carpenter,

1978).

4.2 Ensaios de Balane¢o de Nitrogénio

Os valores médios, com os respectivos desvios-pa-
drdes, referentes ao consumo de dieta, variagdo de peso du-
rante adaptagdoc e balango, e o peso das fezes durante o ba-
lanco, referente aos ensaios A,B,C, e D, estdo dispostos
respectivamente nas Tabelas 5, 6, 7 e 8. Através dos dados
das Tabelas 5 e 8, gquando comparados os ratos injetados com
os n8o injetados, verifica-se que a injecdo de aminodcido
tritiado (3H-arginina) e nucleosideo tritiado (3H-adenosina)
nio teve efeito significativo no consumo da dieta, no ganho

de peso dos ratos e no peso das fezes durante o balango. Ou-
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TABELA 4. Composigédo centésimal (g/100 g) da farinha inte-

gral de feij3o, cultivares Carioca 80 e Aeté 3.

Lipidios Fibra Carboi

Cultivar Proteina Cinzas Umidade dratos
Totais Bruta (1)

Carioca 80 22,0 2,2 3,8 3,5 11,0 57,5

Aeté 3 22,9 1,6 3,8 3,8 10,2 56,6

(1) valor obtido por diferenga.
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TABELA §, Ensaio R, Quantidade de dieta consumida, de fezes excretadas e variag¥o de peso em ratos?
Wistar, previamente jejuados e adaptados as dietas, injetados com 50 uCi de 3H-Arg, coloca-
dos nas dietas contendo feijlo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80, cv. Aeté 3 e caselna,
coso fontes protéicas (11,5 t 1,01), e aprotéica, ao fim de balango de 4 dias, es comparaglo

com ratos nl¥o injetados.

Dieta Consumida Variagdo de Peso (g) Peso de Fezes
Dieta no Balango (g) Adaptaglo Balango no Balango {g)
{a) (a) {a) (a)
N5, n.5. .S, n.s.
Caseina 56,8 + 4,1 10,5 + 1,4 24,4 + 1,3 2,5 +0,3
Caseina® 52,3 + 4,7 9,7 + 2,3 22,5 + 5,1 2,2+ 0,1
{b) (b) (b) {b)
R.S. NeSs N5, n.s.
Carioca 80 39,0 + 5,4 5,8 + 2,2 4,0 + 1,6 4,2+ 0,7
Carioca 802 31,0 + 7,0 8,7 £ 0,6 8,3 ¢+ 35,1 4,1 +0,8
(b) (b) {b) {b)
N5, 1.5, n.s, .5,
feté 3 39,0 + 35,4 6,4 t 2,2 3,6 ¢+ 2,9 3,7+0,8
fAeté 32 33,7 + 5,7 7,0 £ 2,9 3,9 ¢ 3,7 4,1 + 0,7
{b} (c) {c) {c)
S, n.5, .5, .5,
Aprotéica 35,0 + 3,6 1,0 + 0,7 -2,8 + 1,3 1,0 £ 0,1
Aprotéica® 25,3 ¢ 0,5 1,3 ¢+ 5,35 -3,2 + 4,9 0,6 +0,2

(1) - Os resultados representas as aédias para J ratos ea eensaio e 3 ratos controle, respectivasente
pesando es média 59,5 + 8,3 g, apis jejua de 1b horas e adaptaglo 4s dietas durante 2 dias

(2) - Ratos controle que ndo foras injetados coa *H-Arg.
{a,b,c) ~ Valores na mesma coluna, assinalado cos a mesaa letra, nio diferea {p ¢ 0,03).
{n.s.) - n¥ significativo ea relag¥o aos ratos controle.

{s.) - diferenga significativa (p<0,02) em relagdo aos ratos controle
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TABELA &. Ensaio B. Quantidade de dieta consumida, de fezes excretadas e variagio de peso es ratost

Wistar, previasente jejuados e adaptados ¥s dietas, injetados com 42 uCi de H-6ly, coloca-

dos nas dietas contendo feijdo

{Phaseolus vulgaris)

cv. Carioca 80,

coao fontes protbicas (11,0 ¢ 0,1X)} e aprotéica, ao fia de balango de 4 dias

cv. Aeté J e caselna,

Dieta Consusida

Variag3o de Peso (g)

Peso de Fezes

Dieta no Balango (g) Adaptagin Balango no Balango {g)
{a) {a) {a) {a)
Laseina 39,8 + 4,9 12,8 + 4,3 13,5 + 4,8 2,5+ 0,3
{ab) {ab) () (b)
Carioca 80 31,3 + 8,4 10,3 + 35,7 -0,8 + 2,2 7,5+ 1,2
(be) {bc) {be) {b)
Reté 3 43,8 + 7,6 48 + 1,5 -5,8 ¢+ 4,3 6,5 ¢+ 0,3
{c) (c) {c) {c)
Aprotéica 36,0 + 3,8 =13+ 4,0 -9,8 + 2,1 1,4+ 0,4

(1) - Os resultados representan a média para 4 ratos, pesando 167,3 ¢+ 7,3 g, apds jejua de
16 horas e dois dias da adaptagdo is dietas.

(a,byc) - Os valores na mesma coluna, assinalados cos a mesea letra, ndo diferea (p ¢ 0,05)



TABELA 7. Ensaio C. Quantidade de dieta consumida, de fezes excretadas e variaglo de peso es ratos’
Wistar, previamente jejuados e adaptados is dietas, injetados com 45 uCi de SH-leu, coloca-
dos nas dietas contendo feijlo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca B0, Aeté 3 e caseina, como

fontes protkicas (11,3 + 0,61), e aprotéica, ao fis de balango de 4 dias.

Dieta Consuaida Variagio de Peso (g) Peso de Fezes
Dieta no Balango {g) Adaptaglo Balango no Balango (g)
(a) (a) (a) (a)
Caseina 4,0 + 7,5 13,0 + 2,1 11,2 + 3,0 2,8 +0,5
(b) (b) {b) {a)
Carioca 80 28,1 + 4,5 33 + 2,4 0,48 + 1,4 3,3+1,0
{b) {b) (b) {b)
fetk 3 32,7 + 9,6 3,5 ¢+ 2,2 0,8 + 3,0 4,5+ 1,5
{c) (c) {c) {c)
fAprotéica 22,4 + 4,8 -2,4 £ 1,1 -3,6 t 0,9 0,6 +0,2

{1) - Os resultados representas a eédia para & ratos, pesando 79,3 ¢ 6,6 g, apbs jejua de 16 horas e
adaptagdo as dietas, durante 2 dias.

{a,b,c) - Valores na messa coluna, assinalados cos a mesma letra, ndo diferea (p < 0,03}
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TABELA 8. Ensaio D. Quantidade de dieta consumida, de fezes excretadas e variagio de peso ea ratos’
Wistar, previasente jejuados e adaptados s dietas, injetados cos 30 uCi de SH-adenosina,
colocados nas dietas contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carinca 80, caseina, coso fon-
tes protéicas (11,8 + 0,9%) e aprotéica, ao fis de balango de 4 dias, ew comparagio cos ra-

tos n¥ injetados

Dieta Consumida Variagdo de Peso (g) Peso de Fezes
Dieta no Balango (g} Adaptagao Balango no Balango (g)
(a) (a) (a) (a)
N.5. NS, N.5. n.5.
Caseina 4,1 + 0,4 15,0 + 0,4 17,1 + 4,0 2,2 + 0,3
Caseina? 56,1 + 0,0 13,4 + 3,3 28,5 + 2,6 2,1 ¢ 0!
{b) {b) {b) {a)
n.s. n.s. .5, N5,
farioca 80 36,3 ¢ 9,9 8,1 + 3,2 5,9 ¢+ 3,9 300+ Ll
Carioca 802 37,0 + 1,5 B,4 ¢+ 0,2 7.8 + 0,5 3,5 ¢ 0,3
{b) {c) (9] (b)
n.s. N.S. n.s. n.S.
fprotbica 30,7 + 4,8 2,6 ¢+ 0,8 -2,9 ¢+ 1,0 0,8 ¢+ 0,4
Aprotéica? 28,2 + 0,6 1,6 + 0,1 -2,2 ¢ 1,3 0,6 + 0,2

{1) - Os resultados representas a sédia para 4 ratos, pesando 66,9 + 1,8 g, apbs jejus de 16 horas, a
adaptagio de dois dias ds dietas

{2) - Ratos controle que n¥o foras injetados com “H-adenosina.
{a,b,c) - Valores na sessa coluna, assinalados cos a sesaa letra, nio diferea {p ¢ 0,05)

{n.s.) - N3 significativo es relaglo aos ratos controle.
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tro fator confirmado pelos resultados &€ que o consumo da
dieta de caseina por rato & significativamente (p < 0,08)
maior do que a de feij3o. Esta ultima quantidade chegou até
a ndo ser diferente da consumida pelos ratos em dieta apro-
téica nos ensaios A e D. As variag®es no peso dos animais no
ensaio A (Tabela 5) e no ensaio D (Tabela 8), ficaram dentro
do esperado, estando de acordo com os resultados encontrados
por Durigan (1985). As varia¢des de peso no ensaio B (Tabela
6) e no ensaio C (Tabela 7) ficaram abaixo do esperado. Além
disso, nos ratos do ensaio C, foi observada retengdo urina-
ria. No ensaio B, a secagem da farinha integral do feijao
cozido, em secador, pode ter causado reagles indesejaveis,
como reacgBes tipo Maillard, baixando o valor nutritiveo da

proteina da dieta (Oliveira, 1977).

Visto que em todos os ensaios, o3 ganhos de peso dos
ratos nas dietas de feij8o (Tabelas 5, 6, 7, 8) ndo corres-—
pondiam aos valores biolégicos relativamente altos (Tabelas
9, 10, 11, 12) destes cultivares, chegando até a n&o apre-
sentar diferengas significativas com o valor bioldgico da
dieta de caseina nos ensaios A (Tabela 9) e C (Tabela 11),
determinou-se as correlag¢des entre variagdo do peso e nitro-
génio retido. As regressdes foram calculadas com ajuste 1li-
near para todos os dados em cada ensaio. Os coeficientes de
correlac3o obtidos foram: r = 00,9642 para ensaio A, r =

0,8610 para B, r = 0,9192 para C e r = 0,9516 para D. A as-
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sociagdo direta entre nitrogénio retido e as variagBes de
peso, apresentou um valor de F significativo para os ensaios
A, B, C(p < 0,001) e para o ensaio D (p < 0,004), impli-
cando na rejei¢3o da hipétese de nulidade de B. Portanto, o
modelo ficou y = Bo + BX. Na procura de observa¢des que es-—
tariam fora das amostras estudadas, o teste de Cook n&o evi-
denciou a presenca de "outliers” em nenhum dos ensaios. Isto
demonstrou que poder-se—ia obter o ajuste linear com seus
respectivos coeficientes. O modelo ajustado para os ensailos
A, B, Ce D foram Y = -10,8326 + 0,0442X, Y = -12,0501 +
0,0306X, Y = -9,9799 + 0,0279X e Y = -4,1447 + 0,0309X, res-
pectivamente. Existindo uma correlagdo forte e positiva em
cada ensaio, calculou-se esta correlag¢do para os dados dos 4
ensaios, em conjunto, obtendo-se coeficiente de correlagdo r
= 0,83309 (p < 0,0001). O ajuste linear obtido estd apresen-—

tado com o seu respectivo diagrama de dispersdo na Figura 1.

Analisando o nitrogénio fecal e nitrogénio urinda-
rio totais excretados pelos ratos ﬁas diferentes dietas (Ta-
belas 9, 10, 11 e 12), observou-se gue n&o hd diferenga sig-
nificativa entre os dois cultivares de feijdo, porem os ra-
tos em dieta de feij3io excretaram uma quantidade de nitrogé-
nio fecal significativamente maior (p < 0,005) do que o3 ra-
tos em dieta de caseina e aprotéica. Este aumento de nitro-
génio fecal dos ratos em dieta de feijdo foi compensado pela

diminuicso de nitrogénio urindrio nos ensaios A e C (Tabelas
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9 e 11) de forma que o balango de nitrogénio foili semelhante.
Esta observagdo foi feita por Fairweather-Tait (1983), e
algo similar foi relatado quando se alimentaram animais com
dietas ricas em varios tipos de polissacarideos, especial-
mente goma guar e goma de feijdo carbo (Harmuth-Hoene &
Schwerdtfeger, 1979). Uma correlag¢do negativa entre excregao
de nitrogénio urindrio e nitrogénio fecal foi também rela-
tado em humanos alimentados com dieta contendo diferentes
tipos de fibra (Cornu & Delpeuch, 1881). Este efeito ndo foi
confirmado pelos resultados dos ensaios B e D e nem susten-—
tado por outros autores gque mediram o nitrogénio fecal e

urindrio de ratos em dieta de feij3o (Oliveira, 1986).

Os resultados obtidos nos ensaios A, B, C e D para
digestibilidade aparente e verdadeira e os de valor biold-
gico aparente e verdadeiro est3o dispostos nas Tabelas 9,
10, 11 e 12. Pelas Tabelas 9 e 12 pode ser observado que a
injegdo de aminodcidos tritiados (3H-arginina) e nucleosideo
tritiado (3H-adenosina) n3o modificaram a utilizacdo da ca-
seina‘e da proteina de feijd3o pelos ratos. A digestibilidade
aparente e verdadeira da caseina comercial nos gquatro en-
saios apresentaram valores semelhantes, superiores a 90%,
estando de acordo com agqueles j& amplamente divulgados na
literatura (Puztai et alii, 1979; Wolzak et alii, 1981; 0Oli-
veira, 1986; Tezoto & Sgarbieri, 1990). A digestibilidade

aparente e verdadeira do cultivar Carioca 80 foi semelhante

108



nos trés ensaios A, C e D (Tabelas 9,11 e 12) e do cultivar
Aeté 3 nos ensaios A e C (Tabelas 9 e 11). Calculando-se a
média das médias obtidas em cada ensaio teremos valores de
73,4 + 2,9% e 76,1 + 2,6% para digestibilidade aparente e
verdadeira de Carioca 80 e 69,7 + 1,0% e 73,1 + 0,3% para
Aeté 3. A magnitude dos desvios-padrdo mostra que os resul-
tados foram homogéneos. Valores estes que ficaram na faixa
de médias relatadas na literatura (Domene, 1890). Nota-se em
todos os ensaios que a digestibilidade aparente e verdadeira
dos dois cultivares de feijdo n3o diferiram entre si (p <
0,05); porém, como ja constatado na literatura (Oliveira,
1986; Lanfer Marques & Lajolo, 1988; Tezoto & Sgarbieri,
1990) diferiram significativamente da digestibilidades apa-
rente e verdadeira da caseina. O valor mais baixo encontrado
para os dois cultivares de feij3o no ensaio B (Tabela 10)
pode ser explicado pelo modo de prepara¢do da farinha de
feijdo e pela idade dos ratos. Na literatura encontram-se
referéncias (Bender & Mohamadiha, 1881) de que o feij&do co-

zido tem uma digestibilidade menor em ratos maiores.

Quanto ao valor bioldgico aparente e verdadeiro da
caseina e dos dois cultivares de feijdo, os resultados obti-
dos nos ensaios A, B e D apresentaram valores semelhantes.

As médias do valor bioldgico calculadas a partir dos resul-
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TABELA 9. Ensaio A. Balango de nitrogtnio, digestibilidades aparentes e verdadeiras, valores biolégicos
aparentes e verdadeiros, es ratos® Wistar previasente jejuados, adaptados is dietas e injetados
cos 50 uCi de 3H-Arg, e colocados es dieta contenda feijd (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80,
cv. Aete 3 e caseina, coso fontes protéicas (11,50 ¢+ 1,01), e aprotéica, ao fia de balanso de 4

diis, es cosparagdo coa ratos n¥o injetados

M Ratido Dige stibilidade Valor Bicldgico
Dieta N Ingarido N Fecal N.Urindrio NI -(NF +NU)  Aparente Verdadeira Aparente  Verdadiiro
NI (mg) NF (mg) NU (ma) NR (mg) (%) (%) (%) (%)
(a) (a) (a) {c) (a) (a} (e) (a)
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Cazting 1198,2+ 86,2 9524255 224,4+60,7 8796+ 19,17 922417 943+17 798+ 4,4 B55+4p
Caseina 2 1130,0 + 144,2 1038+ 6,4 2569+47,9 759,3+ 30,6 3508406 90,8405 751+ 028 €9,2+417
(b (b} {&) (b) (b) {b} (b} {e)
n.s. n.s. n.s, n.s. n.s. n.s n.s n.s.
Carioca BO 704,7+ 82,0 2183+320 1450+442 3394+ 77,5 635+56 72,1452 €38+ 69 82,4+7.0
Caricca 802 743,89+ 1133 19754377 152,7+369 3993+ 1434 735+36 763+35 729+11,3 E2,7+489
(b} (b) {k) - (k) {v) (b) ) (a)
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. h.3.
At 3 631,54 124,3 207,39+ 405 1493+43,7 337,7+ 331 ©€9,2+27 733426 63,2+ 51 82,7453
Aati 32 6263+ 77,2 1921 +158 1351+27,3 2990+ 738 69,1+198 728+26 632+ 3.3 83,1+6,5
{c} (c)
3.
Aproteica 252+ 307 53,3+156
Aproteica 2 148+ 5,5

(1) - Os resultados representam a sbdia para 3 ratos es controle e 5 ratos es ensaio, pesando 69,5 ¢ 8,5 g,
apbs jejus de 16 horas e adaptaglo &s dietas durante 2 dias

{2) - Ratos controle que n¥c foras injetados com 3H-Arg.
{a,b,c) - valores na sesaa coluna, assinalados com a messa letra, ndo diferea (p < 0,07)
{n.s.) - ndo significativa em relaglo aos ratos controle.

(s.} - diferenga significativa (p ¢ 0,02) es relaglo aos rates controle.



111

TABELA 10. Ensaio B. Balango de nitrogtnio, digestibilidades aparentes e verdadeiras, valores biologicos

aparentes e verdadeiros, es ratos® Wistar previasente jejuados, adaptados is dietas e injeta-

dos cos 42 uCi de *H-6ly, e colocados es dieta contendo feijo (Phaseolus rulgaris) cv. Cario-~

ca B0, cv. feté 3 e caseina, coso fontes protéicas (11,0 ¢ 0,21), e aprotéica, ao fis de ba-

lango de 4 dias.

N Retido Cigestibilidade Yalor Bioiogico
Dicta N Ingarido N Fecal N.Urindrio NI - (NF + NU) Aparents Yardadeira Aparante  Yardadiiro
NI (ma) NF (ma) NU (mq) NR (ma) (%) (%) (%) 1)
(c) () (a) (a) (a) {2) (=) <3)
Caseina 10148+ 910 755+ 166 15404395 7851+ 653 925+ 1,9 957+ 1,8 837428 90,5432
®) & {&) () (&) &) (e} (e}
Casicca 60 202,0+152,2 370,3+79,4 1758+19,8 355841319 5894121 6254113 669155 S054+30
&) (b) (e} (&2 {®} &) {&} (&)
Aeté 3 7831+ 1366 3333+225 1716+443 2783+ 967 57,4+ 63 €05 52 &14:74 765483
(a) (e)
Aprotiica 33,2+ 4,4 S585+304

(1) - Os resultados representas a média para 4 ratos, pesando 167,3 + 7,3 g, apbs jejus de 1b horas e
adaptagdo is dietas durante dois dias

{a,b,c) - valores na messa coluna, assinalados cos a sessa letra, nio diferea (p < 0,05]
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TABELA 11. Ensaio C. Balango de nitrognio, digestibilidades aparentes e verdadeiras, em ratos Wistar,

previasente jejuados, adaptados s dietas e injetados coa 45 uCi de >H-leu, e colocados es

dieta contendo feij% (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca B0, cv. Aeté J e caseina, coso fon-

tes proteicas (11,3 + 0,6%), e aprotéica, ao fis de balango de 4 dias

Digestibilidade
N Ingerida N Fecal
Dieta NI (mg) NF {ag) Aparente Verdadeira
(%) (%)

{a) {a) {a) {a)
Caseina 883,84 + 144,4 77,1 + 15,1 9,1 +2,3 92,8 + 2,1

{b) {b) {b) {b)
Carioca 80 377,3 + 83,4 138,8 + 39,1 76,1 35,3 78,6 + 5,4

{(b) (c) (b) (b)
feté 3 665,9 + 173,7 194,2 + 40,7 70,9 + 4,7 73,2+ 4,8

{d)

Aprotéica 14,2 + 4,2

(1) - Os resultados representas a eédia para & ratos, pesando 79,3 * 6,6 g, apds jejus de 16 haras e
adaptas¥o ds dietas, durante 2 dias.

{3,b,c) - Valores na sesaa coluna, assinalados cos a sesaa letra, ndo diferea {p ¢ 0,03)
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TABELA 12, Ensaio 0. Balango de nitrogtnio, digestibilidades aparentes e verdadeiras, valores biolégicos

aparentes e verdadeiros, es ratos Wistar previasente jejuades, adaptados ds dietas e injeta-

dos cos 50 uCi de 3H-adenosina, e colocados es dieta contendo feij%o (Phaseolus rulgaris) cv.

Carioca 80 e caseina, coao fontes protéicas (10,8 + 0,91}, e aprotéica, ao fis de balango de

4 dias, em cosparagdo com ratos ndo injetados.

N Ratido Dige stibilidads Yalor Biolbaico
Diata N Ingerido N Fecal N.Uringrio  Ni-(NF+ NU) Aparente  Verdadeira Aparente  Vardadeiro
Ni (mg) NF (mg) HU {mg} NR (mqg) (%) (%) (%)
() (e) (a) (a) (a) () {c)
n.s. n.s. n.s. n.s, n.s. n.s. n.s.
Castina 869,54+ 1248 681+ 155 1217+234 6816+ 110,87 92,1+11 840+1,1 848405 888+ 1,26
Casainc? 902,14+ 48,3 638+ 0,8 107,5+26,1 730,4+ 74,2 930402 046+02 87,1438 B897+35
(k) (k) (k) {b) (p) {b) {=)
n.s. n.s. n.s. n.s. ns. n.s. £
Carioca 80 638,44 134,8 157,0+429 1167 +136 364,6+ 127,89 753+1,5 780416 755+6,7 614+4,
Cariccz 302 651,2+ 27,4 1648+ 7,4 1010+163 3850+ 36,3 745+00 751+0,1 789+4,4 852+40
) (<)
n.s. n.s.
Aproteica 16,2+ 8, 292+ 93
Aprotiica 2 106+ 44 290+ 14

{1} - Os resultados representas a abdia para 2 ratos es controle e 4 ratos es experisento, pesando

66,9 + 7,8 g, apbs jejus de 16 horas e adaptaglo de dois dias ds dietas.
{2) - Ratos que ndo foram injetados cos >H-adenosina.
{a,b,c) - Valores na messa coluna, assinalados com a meswa letra, ndo diferes (p < 0,03).

(n.s.} - ndo significativa es relaglo aos ratos controle.
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FIGURA 1. Regress3o linear para a relagdo entre a variagido
de peso e nitrogénio retido em ratos previamente jejuados,
adaptados as dietas e injetados com 50 uCi de 3H-Arg, 42 uCi
3H-Gly, 45 uCi 3H-Leu ou 50 uCi 3H-adenosina apbs balango de
4 dias em dietas de caseina, feijdo cv. Carioca 80 e cv.

Aeté 3, e aprotéica.



tados dos ensaios A, B e D (Tabelas 9, 10 e 12 ) para ca-
seina, Carioca BO e Aeté 3 foram respectivamente para os

aparentes, 82,6 + 5,4%, 72,1 + 6,0% e 67,0 + 2,9% e para os

verdadeiros, 87,2 + 3,9%, 82,7 *

1,8% e 80,4 + 4,4%. Em to-
dos o8 casos um desvio padr3o na faixa dagueles obtidos em
cada ensaio individual. Estes resultados mostraram-se leve-
mente inferiores aos encontrados por Tezoto e Sgarbieri
(1890), e levemente superiores aos de Domene (19890). Os cal-
culos estatisticos demonstraram, nos trés ensaios, que ocor-
reram difereng¢as significativas (p < 0,05) entre os valores
biolégicos aparentes da caseina e dos cultivares de feij&o.
Entretanto para valores bioldégicos verdadeiros, os ensaios
ndo foram confirmativos, pois o8 resultados permitiram in-
terpreta¢des diferentes em relagdo & anélise estatistica.
Enquanto no ensaio A (Tabela 9) os valores bioldégicos verda-
deiros da caseina e dos cultivares de feijd8o n3o diferiram
(p < 0,05), nos ensaios B e D (Tabelas 9 e 12) passaram a
diferir. Esta divergéncia também é observada na literatura,
onde ao mesmo tempo que Oliveira (1986) e Domene (19390) re-
latam que valores bioldgicos da caseina n3o diferem dos de
feijdo, os resultados de Tezoto e Sgarbieri (1990) confirmam

uma difereng¢a significativa (p < 0,05).

0 acompanhamento da dieta consumida, da variag¢do
do peso, da determina¢do de balan¢o de nitrogénio e dos cal-

culos da digestibilidade e valor bioldégico, serviram como um
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monitoramento para anélise mais <confidvel dos resultados

mostrados a seguir.

Através dos valores dispostos nas Tabelas 9, 10,
11 e 12 referentes ao nitrogénio fecal excretado pelos ratos
mantidos nas dietas de feij3o e de caseina, observa-se que
ndo ha diferenga significativa entre nitrogénio fecal refe-
rente aos dois cultivares de feijdo. Assim, calculou-se a
proporgdo entre a excregdo referente as médias dos dois cul-
tivares de feijdo e da caseina, obtendo-se para os ensaios
A, B, Ce D valores iguais a 2,2; 4,6; 2,2 e 2,6 respectiva-
mente. O valor obtido no ensaio B n3o tem efeito comparativo
com o8 outros ensaios, por motivos j& mencionados. Na lite-
ratura existe diversidade com relag¢d3o ao registro desta pro-
porgdo, encontrando-se valores de 2,5; 2,7; 3,0; 3,9; e 4,4;
respectivamente por Fairweather-Tait (1983), trabalhando com
cultivar "white kidney” e ratos adultos com um dia de adap-
tag8o com a dieta; Oliveira (1986a), usando o feijdo Carioca
80 e ratos em crescimento e com dois dias de adaptagdo;
Lanfer Marques (1986), trabalhando com cv. Carioca e ratos
em crescimento com 3 dias de adaptacdoc; Domene (1380),
usando cv. Aroana 80 com ratos em crescimento e dois dias de
adaptagdo; Oliveira e Sgarbieri (1986a), com feij3o Carioca
80 e ratos em crescimento sem adaptag8io & dieta. Nestes es-
tudos, além do cultivar do feij3o, idade dos animais e o

tempo de adaptag¢8o a dieta, outro fator variavel foi o modo



de preparagdo da farinha integral cozida. Como cada ensaio
tem suas peculiaridades, n3o podemos definir fatores que de-
finitivamente contribuiram para esta divergéncia. Ao se ten-
tar justificar o alto wvalor 4,4 obtido por Oliveira (1986)
por nd3o adaptagdc dos ratos e o valor 4,6 obtido no ensaio
B, devido ao modo de preparagdo e idade dos ratos, nenhum
destes fatores responderiam pelo alto valor 3,9 obtido por
Domene (1990). Quando analisamos as condigdes experimentais
e o valor obtido por Fairweather-Tait (1983) e o ensaio B
deste trabalho, torna-se ainda menos compreensivel o fator
predominante no controle da excrecdo de nitrogénio fecal & o
motivo desta divergéncia nos resultados. Pols, com uma con-
dicdo préxima, exceto do cultivar, ao ensaio B, a proporgdo
obtida por este autor & comparativamente baixa, igual a 2,5.
A condig¢d3o de trabalho que mais se aproximou ao ensaio A e C

foi a de Oliveira (1986) gue obteve o valor 2,7.

Esta grande quantidade de nitrogénio fecal excre-
tado pelos ratos nas dietas de feijdo cozido, conforme de-
monstrado pelas proporg¢des encontradas com relagdo aos ratos
em dieta de caseina, pode ser discutida & luz dos fatos

apresentados na revis3o da literatura.

A baixa susceptibilidade de proteinas de feijdo a
hidroélise enzimatica, revisada por varios autores (Romero &

Ryan, 1978; Liener & Thompson, 1880; Chang & Satterlee,
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1981) atribuida ao impedimento estrutural, & estrutura com-
pacta e a sua estrutura dimensional, entretanto, n3o pode
ser, apds cozimento, responsavel por esta grande excregd3o de
nitrogénio fecal, pois foli mostrado repetidamente gque pro-
teinas isoladas de feij8o apdés tratamento térmico, tornam-se
digeriveis in vitro (Romero & Ryan, 1878; Brandbear &
Boulter, 1984; Oliveira, 1986; Deshpande & Nielsen, 1887a).A
grande excre¢do de nitrogénio fecal devido A& ingestdo de
feijdo integral cozido foi atribuido aos componentes do fei-
Jj3o capazes de interagirem com suas proteinas ou ocorréncia
de mecanismo ao nivel intestinal que leva a complexos pro-
téicos indigeriveis </ou estimulam o aumento das secregdes
de nitrogénio enddégeno. Neste sentido, os fatores antinutri-
cionais n3o foram detectados no feijdo cozido. Contudo, es-
tes antinutrientes, mesmo apd6s tratamento térmico, de uma
maneira ou outra, foram considerados responsaveis pelo au-
mento de nitrogénio fecal, tanto enddégeno como exdgeno, €
baixa digestibilidade das fra¢Ses protéicas (Lanfer Marques
& Lajolo, 1986) e de feijdo integral, como fonte protéica,
(Durigan, 1985). Outros componentes resistentes ao calor s3o
dcido fitico (Deshpande et alii, 1982)) e taninos que podem
formar complexos com proteina (Bressani e Elias, 1980) e se-
rem estimulantes fortes para secre¢des pancreidticas. Uma ob-
servagio deve ser feita em relagdo aos carboidratos do fei-
j3o, pois o aumento significativo na perda de nitrogénio fe-

cal foi observado ao aumentar os polissacarideos da dieta
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humana (Harmuth-Hoene & Schwerdtefeger, 1976:; Normani et
alil, 1979; Normani et alii, 1990). Muitas vezes foi suge-
rido Qque este aumento & derivado de fonte enddgena
(Southgate & Durnin, 1970; Walker, 1975). O efeito das fi-
bras sobre o aumento da atividade de microorganismos como
fonte de nitrogénio fecal, também foi objeto de varios estu-
dos (Schwerdtefeger, 1979). Apesar dos estudos expostos,
ainda nf8o esta bem elucidado os mecanismos pelos quais a in-
gestdo de feijdo altera os processos metabdlicos de secregdo
enzimadtica, descamagdo da mucosa intestinal, digestdo e ab-

sor¢do no aparelho digestivo.

4.3 Ensaios com aminoécidos marcados com tritio

Nas Tabelas 13, 14 e 15, observa-se que as médias
das radiocatividades das fezes dos ratos nas dietas de feijdo
nd3o diferem entre os dois cultivares. Enquanto na dieta com
Carioca 80, nos trés ensaios, a radioatividade diferiu (p <
0,05) da dieta de caseina e da aprotéica, na dieta contendo
Aeté 3 a radioatividade das fezes dos ratos, ainda que sem-
Pre maior, ndo diferiu daquelas obtidas na dieta de caseina
nos ensaios A e B, diferindo no ensaio C. Com relagdo a
dieta aprotéica, o cultivar Aeté 3 diferiu nos ensaios A e C
ndo tendo diferido no ensaio B (p < 0,05). 0s resultados ndo

homogéneos do grupo aprotéico demonstrado pelo desvio-padrio
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maior no ensaio B do gque os obtidos no grupo aprotéico dos
ensajos A e C, pode ser uma desvantagem do uso de SH-glicina

em relag3o aos outros dois amincécidos utilizados.

Certamente quando wum aminoadcido marcado &€ inje-
tado, de acordo com a fisiologia normal do organismo ele en-
tra no "pocol” metabdlico de aminodcidos. Contudo, guando um
aminodcido marcado é injetado em ensaio biolégico, ha que se
considerar que, a rigor, os padrdes de excregdo do isdtorpo
refletem aspectos particulares do seu metabolismo. Neste
sentido,3H-glicina participa na sintese de vérios produtos
especificos e hé diversas vias pelas quais pode chegar ao
conteudo intestinal. Participa na sintese de nucleotideos
purinicos e assim faz parte de células em formagdo do intes-
tino delgado, sendo consequentemente excretada no intestino
devido a descamag3o celular,e também sob forma conjugada com
dcido c6lico formando glicolato. E também precursor das por-
firinas que fazem parte do grupo heme da hemoglobina, que na
sua degradagdo produz pigmentos biliares, que sfo secretados
juntos com a bile no intestino. Enquanto que no caso de leu-
cina e arginina, uma Unica via de serem secretados no intes-
tino € sob forma de aminodcido livre, peptideos, proteinas
ou seus catabdélitos. Miller, apud Shenkin (1978), inferiu
que a leucina n3o é transformada no figado & passa para a
circulagdo geral para ser metabolizada principalmente no

misculo e nos rins. Este pode ser o motivo de menor incorpo-
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ragdo da radicatividade encontrada no intestino do grupo de
ratos que receberam a injegdo de SH-leucina em rela¢do com o
que receberam S3H-arginina (Tabela 17 e Figuras 8 e 9). Con-
tudo Nasset (1864) mostrou valores quase iguais de moles de
arginina e de Leucina no conteudo de jejuno de ratos alimen-
tados com dieta aprotéica. A andlise da correlag3o entre ra-
diocatividades e nitrogénios fecais e os modelos ajustados
mostram a peculiaridade de cada aminoacido injetado. O mo-
delo ajustado para cada ensaio estd apresentado junto com
seus diagramas de dispersdo nas Figuras 2, 3 e 4, havendo
sempre correla¢fes lineares positivas e moderadas com valo-
res iguais a r = 0,8634 (p < 0,001), » = 0,7212 (p < 0,003)
e r = 0,7708 (p < 0,001), respectivamente para os ensaios A,

B e C. Calculando o valor da frag¢d3o BX do modelo ajustado Y

Bo + BX em cada ensaio, e sua percentagem em relagdo a ra-
diocatividade total, obteve-se respectivamente os valores de
80,5; 77,9 e 22,7% para caseina, feijdo e aprotéica para en-
saio A e 9,7; 33,6 e 5,0% para ensaio B e 36,8; 51,5 e 10,2%
para ensaio C. Assim, parece que a 3H-arginina funcionou
como marcador mais apropriado, em comparag¢do com leucina e
especialmente com SH-glicina pois a quantidade de radicati-

vidade que chegou as fezes ligada ao nitrogénio era maior.

Os valores de nitrogénio endégeno, calculados a

partir dos dados dos nitrogénios fecais e radioatividades
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FIGURA 2. Regress3o linear para a relag3o entre radiocativi-
dade das fezes (uCi) e nitrogénio fecal (mg) em ratos
Wistar, previamente Jjejuados, adaptados &s dietas e injeta-

dos com 50 wuCi de SH-Arg,

de caseina, feij8o (Phaseolus vulgaris) cv.

Aeté 3 e aprotéica.

apds balango de 4 dias em dietas

Carioca 80, cv.
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FIGURA 3. Regress3o linear para a relagdo entre radioativi-
dade das fezes (uCi) e nitrogénio fecal (mg) em ratos
Wistar, previamente Jjejuados, adaptados as dietas e injeta-
dos com 42 uCi de 3H-Gly, apos balango de 4 dias em dietas
de caseina, feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80, cv.

Aeté 3 e aprotéica.
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0,37373 + 0,00268x
00,7708 p < 0,001
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FIGURA 4. Regress3o linear para a relagd3o entre radioativi-
dade das fezes (uCi) e nitrogénio fecal (mg) em ratos
Wistar, previamente jejeuados, adaptados as dietas e injeta-
dos com 45 uCi de SH-Leu, apdés balango de 4 dias em dietas
de caseina, feij8o (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80, cv.

Aeté 3 e aprotéica.



referentes as dietas de caseina e cultivares de feij8o, bem
como os decorrentes da dieta aprotéica, estdo apresentados
nas Tabelas 13, 14 e 15. Observa-se em todos os ensaios o
aumento da excreg¢do de nitrogénio enddgeno nos ratos em
dieta de caseina, Carioca 80 e Aeté 3, em relag3do ao grupo
aprotéico, n3o sendo significativo para o primeiro e signi-
ficativo (p <« 0,05) para os dois 1tltimos. Calculando a per-
centagem deste aumento obteve-se valores iguais a 42,5,
162,6 e 133,3% no ensaio A; 18,4, 68,5 e 37,0% no ensaio B e
50,8, 147,2 e 142,0% no ensaio C, respectivamente para ca-
seina, Carioca 80 e Aeté 3. Como nota-se, este aumento no
ensaio B &€ bem menor. Esté fato, em parte, é relacionado com
o aumento do nitrogénio fecal no grupo aprotéico, gque por
sua vez é devido & idade dos ratos neste ensaio, e que néo
foi acompanhado na mesma proporg¢do por aumento da radiocati-
vidade, quando comparado com 0os ensaios A e C. Outro ponto a
refletir € que o coeficiente de variag@o encontrado para a
radiocatividade do grupo aprotéico neste ensaio é 37%, en-—
quanto no ensaio A é 9% e no C é 14%. De gqualgquer maneira,
como ja referido, a 3H-glicina mostrou-se o aminoadcido menos
apropriado para incorporagdo as proteinas secretadas, €, por
conseqliéncia, trazer a radiocatividade para o limen intesti-

nal.

0O aumento do nitrogénio enddégeno fecal dos ratos

nas dietas contendo feijdo em relagdo a dieta aprotéica nos

125



126

TABELA 13, Radioatividade de fezes e urina, nitrogtnio endégeno fecal e digestibilidade real es ratos?

tes protéicas (11,5 + 1,01) ao fia de balango de 4 dias

Wistar, previasente jejuados, adaptados ¥s dietas e injetados cos 50 «Ci de SH-Arg, para

dietas contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80, cv. Aet? 3 e caseina, coso fon-

Radisatividade Hitrog. Endbgen. Digestibilidade
Dieta Fezes (u€i) Urina {aCi) Fezes {sg} Real {1}
{ac) {ab) {ac {a}
Laseina 0,97 + 0,31 3,39+ 0,6b 35,9 +18,9 95,1 + 0,8
{E) (3} {b) {%)
Larioca 80 1,79 £ 0,30 2,20 + 0,44 65,2 + 18,4 78,1+ 48
{ab) {5} {ab) {b}
fleté 3 1,59 ¢+ 0,58 4,18 + 0,32 38,8 + 21,5 78,3+ 1,6
{c) {ah) {c}
fiprotbica 0,68 + 0,06 3,40 + 0,47 25,2 + 3,07

{1) - Os resultados representas a sédia para J ratos,
adaptacao &s dieta durante 2 dias.

pesando 49,3 * 8,3 g,

{a,b,c} - Valores na aesma coluna, assinalados cos a sessa letra nio diferea (p < ¢,03)

apbs jejue de 16 horas @



TABELA 14, Radicatividade de fezes e urina, nitrogtnio enddgeno fecal e digestibilidade es ratos?

coso fontes protéicas (11.0 + 0,21) ao fia de balango de 4 dias.

Wistar, previasente jejuados, adaptados ¥s dietas e injetados cos 42 uCi de 3H-6ly,

para dietas contendo feijdo {Phaseolus vulgaris) cv. Larioca B0, cv. Aeté J e caseina,

Radigatividade Nitrog. Endbgen. Digestibilidade
Dieta Fezes {uli} Urina {uli) Fezes (sg) Real (1)

{a) {a} {ac) {3)
Caseina 0,54 + 0,09 + 1,30 39,0 + 4.4 95,5 + 1,8

{b) {a) {&) {b)
aricca 80 0,71 + 0,09 + 0,9 35,6 + 35,2 67,0 + 11,3

{ab) {a) {a) {h)
fetd 3 0,74 + 0,09 + 4,3 45,2 + 3,2 62,7 + 5,3

{a) {a) {c)
Aprotéica 0,54 + 0,17 + 1,59 13,0 + 4,4

{1} - Os resultados representas a sédia para 4 ratos, pesando 167,3 * 15,8 g, apbs jejus de 16
horas e adaptacao as dietas, durante 2 dias.

{a,b,c) - Valores na mesaa coluna, assinalados com a sesaa letra ndo diferea (p < 0,03)
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TABELA 15. Radioatividade de fezes e nitrogénio endégeno fe-

cal e digestibilidade real em ratosl Wistar, pre-
viamente jejuados, adaptados as dietas e injeta-
dos com 45 uCi 38H-Leu, para dietas contendo fei-
j3o (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80, cv. Aeté
3 e caseina, como fontes protéicas (11,3 * 0,6%)
ao fim de balango de 4 dias

Nitrogénio
Radiocatividade Endégeno Digestibilidade
Dieta
Fezes (uCi) Fezes (mg) Real (%)
(a) (a) (a)
Caseina 0,54 + 0,05 21,4 + 2,0 93,6 + 2,1
(b) (b) (b)
Carioca 80 0,89 + 0,35 35,2 + 5,5 82,1 + 4,6
(b) (b) (¢)
Aeté 3 0,87 + 0,22 34,4 + 9,0 76,3 + 4,93
(a) (a)
Aprotéica 0,36 + 0,05 14,2 + 4,2
(1) - Os resultados representam a média para 6 ratos, pesan-

do 79,3 + 6,6 g, apdés Jjejum de 16 horas e adaptacao as
dietas, durante 2 dias.

(a,b,c) - Valores na mesma coluna, assinalados com a mesma

letra, n3o diferem (p < 0,05)
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ensaios A e C, é semelhante ao encontrado por Domene (18S90),
que trabalhou com feij3o marcado com 18N e encontrou uma ex-
cregcdo de material endbégeno fecal referente a dieta de fei-

J3o-comum, 150% maior do que referente a dieta aprotéica.

Calculando a partir dos dados das Tabelas 9,10 e
11 a percentagem de nitrogénio fecal em relag®o ao ingerido,
encontram-se, respectivamente, para caseina, Carioca 80 e
Aeté 3, os valores de 7,9, 31,0 e 30,0% no ensaio A e 8,7,
24,0 e 29,2% no ensaio C. Calculando-se a partir das nitro-
génios fecal e enddgeno (Tabelas 9,10,11,13 14 e 15), a per-
centagem de nitrogénio enddégeno no nitrogénio fecal, ob-
serva-se que, em média, para a dieta de caseina 32,7% de ni-
trogénio fecal é de origem endégena 67,3% & de origem exd-
gena. A mesma observag¢do referente a Carioca 80, 27,9% & de
origem endbdgena e 72,1% é de origem exégena e para Aeté 3,
23,0% & de enddgeno e 77,0% exégeno. Nota-se que a Proporgao
da percentagem de nitrogénio enddgeno para nitrogénio exé-
geno, na caseina e nos cultivares de feijdo & muito préxima,
ou seja, o aumento de nitrogénio enddgeno nas fezes era pro-
porcional ao nitrogénio fecal excretado. A mesma conclusio
pode ser observada no ensaio A, quando determinou-se a ra-
dioatividade (uCi/g) do conteldo do intestino grosso (Tabela
16). Estes valores foram muito similares para os ratos em
dieta de caseina e na dieta de feijéo Carioca 80, nos perio-

dos de 6, 24, 48, 72 e 98 horas. Isto demostra que a excre-—
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¢80 de radioatividade nas fezes dos dois grupos ocorreu numa
proporgdo constanfe, fung3o do peso das fezes de cada rato.
O aumento de radioatividade observado nas fezes (Tabelas 13,
14 e 15), dos ratos em dieta de feij3io em relac3o a caseina
é quase proporcional ao peso das fezes (Tabelas 5, 6 e 7) e

conseqlientemente ao nitrogénio fecal.

Os valores da radioatividade das urinas n3o mos-
traram resultados conclusivos, pois como o8 aminoacidos es-
tavam marcados em seus esqueletos carbdnicos, n8o eram mar-
cadores apropriados do nitrogénio wurinadrio. Assim, ndo en-
controu-se correlagdo entre radioatividade das urinas e ni-

trogénio urindrio.

Procurou-se determinar as correlagdes existentes
entre a digestibilidade aparente com a guantidade de nitro-
génio enddégeno fecal,encontrando-se respectivamente uma cor-
relagdo linear negativa e moderada com r = -0,6240, (p <

0,02) para o ensaio A (Figura 5) e uma correlag¢io linear ne-

gativa e moderada r = -0,7240, (p < 0,03) para o ensaio B
(Figura 68). No ensaio C (Figura 7), a correlac¢3o linear foi
negativa e forte com r = -0,9523, ( p < 0,004). O modelo

ajustado para cada ensaio estd sendo apresentado junto com
seu diagrama de dispers3o. Demonstrou-se desta forma que a
excreg8o fecal de nitrogénio endégeno dos ratos influi na
redugdo dos valores da digestibilidade aparente das protei-

nas de feijdo. O uso da marcac3o isotépica para correc3o da
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FIGURA 5. Regress3o linear para a relagdo entre digestibili-
dade aparente (%) e nitrogénio endégeno fecal (mg) em ratos
Wistar, previamente Jjejuados, adaptados as dietas e injeta-
dos com 50 uCi de 3H-Arg, apds balango de 4 dias em dietas
de caseina, feij8o (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 e cv.

Aeté 3.
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FIGURA 6. Regress3o linear para a relagdo entre digestibili-
dade aparente (%) e nitrogénio endégeno fecal (mg) em ratos
Wistar, previamente Jjejuados, adaptados as dietas e injeta-
dos com 42 uCi de 3H-Gly, apés balango de 4 dias em dietas
de caseina feij8o (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 e cv.

Aeté 3.
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digestibilidade trouxe valores relativamente superiores
aqueles obtidos por corregédo através de dieta aprotéica, de-
vido & eliminagdo da interferéncia do material enddgeno fe-
cal. A correcdo da digestibilidade de (FPhaseolus vulgaris)
através do uso de isdtopos foi referida por Oliveira e Sgar-
bieri (1986 a, 1986 b), que denominaram digestibilidade
"real”.

As radiocatividades dos intestinos delgados dos ra-
tos sacrificados periodicamente a 6, 24, 48, 72 e 96 horas,
ap6s a injegd3o de 2H-arginina, para dietas contendo caseina
e feijdo cv. Carioca 80, ap6s a injec3o de SH-leucina nos
ratos alimentados com dieta de feijdo, estdo apresentadas na
Tabela 17. Esta determinacdo foi monitorizada com radioauto-
grafia, apresentada nas Figuras 8 e 9. Tanto estas Figuras
como a Tabela 17 demonstram com clareza a incorporagdo maior
de 3H-arginina do que S3H-leucina. Pela Tabela 17 evidencia-
se a liberag3o mais acentuada do isétopo em periodo de 24 a
48 horas. Com 72 horas, a presenga de 3H-leucina é minima
(Figura 9), 8d visivel com maior aumento e em pontos isola-
dos. Outra observagdo & que com 24 horas da injegao de SH-
arginina, a radiocatividade na vilosidade e nas criptas de
Lieberkiihn era de mesma intensidade. No ensaio com 3H-argi-
nina, onde comparou-se a incorporag8o do isétopo em tecidos
dos ratos em dieta de caseina com os em dieta Carioca 80,
observou-se, até certo ponto, uma diferengca de incorporagdo
entre as duas dietas (Tabela 17), mas este fato n3io ficou

claro pela radioautografia (Figura 8).
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FIGURA 8. Radioautografia do jejuno de ratos Wistar, previa-
mente jejuados e adaptados as dietas, apdés 24 horas de inje-
¢80 de 50 uCi de 3H-Arg, e colocados em dietas contendo fei-
jdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 (a) e caseina (b),
como fontes protéicas. Os pontos escuros mostram o local on-
de a molécula tritiada foi incorporada (gr8os de prata redu-

zida).
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FIGURA 9. Radioautografia do jejuno de ratos Wistar, previa-
mente jejuados e adaptados as dietas, apés 24 horas (a), 48
horas (b) e 72 horas (c) de inje¢do de 45 uCi de 3H-Leu, e
colocados em dietas contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv.
Carioca 80, como fonte protéica. Os pontos escuros mostram O
local onde a molécula tritiada foi incorporada (grdos de

prata reduzida).
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TABELA 16. Radioatividade, em diferentes tempos, do contetdo

do intestino grosso em ratos!l Wistar, previamente
jejuados e adaptados &s dietas, injetados com 50
uCi de BH-Arg e colocados em dietas contendo fei-
Jdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 e casei-

na, como fonte protéica.

Radiocatividade (uCi/g) do conteudo
do intestino grosso

Horas Caseina Carioca 80
6 1,80 1,80
24 0,39 0,39
48 0,28 0,29
72 0,17 0,16
96 0,08 0,12

1 - 0Os resultados representam um rato por periodo de tempo

de dieta, pesando 62,0 + 0,5g ap6és jejum de 16 horas; o

periodo de adaptagdo foi de 2 dias.
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TABELA 17. Radiocatividade, em diferentes tempos,
do intestino delgado em ratos® Wistar,
te jejuados e adaptados as dietas,
50 uCi de BH-Arg ou 45 uCi de 3H-Leu e
em dietas contendo feij3io cv. Carioca 80 e casei-

na, como fontes protéicas (12,0 + 1,0%).

do conteddo
previamen-
injetados com

colocados

Radioatividade do intestino delgado (uCi/g)

Arginina Leucina
Horas Caseina Feijdo Feijdo
6 2,29 2,87 0,60
24 1,66 2,086 0,40
48 1,41 1,17 0,086
72 1,31 1,03 0,07
96 1,186 0,96 0,10

1 - Os resultados representam um rato por periodo

de dieta, pesando 70,3 + 2g

apb6s

periodo de adaptagdo foi de 2 dias.

de tempo

Jjejum de 16 horas, o
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4.4 Ensaios com Nucleosideos

4.4.1 Ensaio com (G-SH)-adenosina

A radicatividade das fezes e urinas dos ratos pre-—
viamente jejuados, em balango de nitrogénio, injetados com
[G-BH]-adenosina como precursor de Aacidos nucléicos, espe-
cialmente RNA, utilizando dietas de caseina e Carioca 80
como fontes protéicas, e aprotéica, como também a radioati-
vidade dos intestinos delgados e RNA das fezes, est3o apre-
sentados na Tabela 18. Observa-se uma média de radioativi-
dade significativamente maior (p < 0,05) nas fezes e no in-
testino delgado dos ratos em dieta de feij3o, em comparacdo
a aprotéica. Em relag3o a& caseina, esta diferenga n3o chega
a ser significativa. Para a radicatividade do intestino del-
gado encontrou-se diferenga significativa entre os trés gru-
pos. Com referéncia & radioautografia, a Figura 10, demons-
tra a presenga do nucleosideo ao nivel de vilosidades de je-
juno em dieta de caseina, aprotéica e feijdo, respectiva-
mente. A Figura 10 esclarece que a SH-adenosina estava ainda
integrando-se ao metabolismo celular apés 896 horas de admi-
nistrac3o. A distribuig¢3o da radiocatividade pelas células do
jejuno dos ratos ndo confirmou uma diferenga nitida nas trés

dietas.

Em relac3o ao RNA, encontra-se um valor significa-

tivamente maior (p < 0,05) para as fezes dos ratos em dieta
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de feijdo do que os em dieta de caseina e aprotéica. Deter-
minou;se a correlagcdo entre radiocatividade e o RNA das fe-
zes. A regressdoc fol calculada com ajuste linear e o coefi-
ciente de correlag¢do obtido foi r = 0,8939 (p < 0,05). O mo-
delo ajustado para o ensaio estd apresentado junto com o
diagrama de dispersdo na Figura 11. Assim, pdde-se concluir
que a maior incorporag¢do do precursor em RNA das células e o
aumento da descama¢do destas no intestino e sua posterior
excreg8o nas fezes, €, em parte, responsavel pelo aumento da
radiocatividade nas fezes dos ratos em dieta de feijdo. En-
tretanto, esta conclus3o precisa ser tomada com cautela,
pois o modelo ajustado para regressio mostra que parte da
radicatividade chega as fezes sem ser ligado ao RNA. De
fato, na Tabela 18 observa-se uma diferenga significativa
entre RNA, enquanto a diferen¢a de radiocatividade entre as
trés dietas é pequena, ndo diferindo uma da outra. Neste
sentido deve—-se levar em considerag¢do que o grupo em dieta
de feijdo consumiram 250 mg de RNA proveniente do feijéo.
Todavia, sabe-se que as células descamadas com seus RNAs
marcados s3o Jogadas no intestino delgado, onde sofrem a
ag¢do das enzimas e s80 transformadas a mononucleotideos e,
com subseqliente hidrélise, a nucleosideos que podem ser oxi-
dados a &cido urico e este ser reabsorvido pela mucosa in-
testinal e excretado na urina (Harper, 1882; Armstrong,
1989). Portanto, os catabdlitos do metabolismo dos RNA das
células descamadas no conteudo intestinal, como também os da

propria [G-3H]-adenosina, chegam ao intestino grosso onde
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TABELA 18, Radioatividade de fezes, urinas e intestino delgado e RNA fecal, es ratos® Wistar, previa-
gente jejuados e adaptados s dietas e injetados com 50 «Ci SH-Adenosina e colocades nas
dietas contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 e caseina, coso fontes protéi-

cas (10,8 + 0,9%) e aprotbica ac fia de balango de 4 dias.

Radicatividade

Dieta RNA  (mg)
Fezes Intesting das Fezes

Totais Urina Delgado Total
{ab) {a) {a) {a)

Caseina 0,051 + 0,01 2,61 + 1,31 0,035 + 0,00 76,2 + 23,6
{a) {a) (b) {b)

Carioca 80 0,072 + 0,02 2,35 + 4,97 0,075 + 0,06 150,1 + 52,8
{b) {b) {c) (a)

Aprotkica 0,037 + 0,01 0,81 + 1,34 0,057 + 0,01 23,0 + 12,6

(1) - Os resultados representas a cédia de 3 a 4 ratos, pesando 46,9 + 7,8 g, apbs jejum de 16 horas
e adaptagdo de 2 dias.

(a,b,c) - Valores na messa coluna, assinalados cos a aesma letra, ndo diferea (p < 0,03)
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FIGURA 10. Radioautografia de Jjejuno de ratos Wistar, pre-

viamente jejuados e adaptados &as dietas, apds 96 horas de
injeg¢do de 50 uCi de SH-adenosina, e colocados em dietas
contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv. Carioca 80 (a), ca-
seina (b), como fonte protéica, e aproteica (c). 0Os pontos
escuros mostram o local onde a molécula tritiada foi incor-

porada (grios de prata reduzida).
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FIGURA 11. Regress3o linear para a relagdo entre radiocativi-
dade das fezes (uCi) e RNA (mg) em ratos Wistar, previamente
jejuados, adaptados as dietas e injetados com 50 uCi de 3H-
Adenosina, apdés balango de 4 dias de caseina, feijdo

(Phaseolus vulgaris) cv. Carioeca 80, cv. Aeté 3 e aprotéica.
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serdo incorporadas pelos microorganismos. Quanto maior a po-
pulagdo bacteriana tanto maior serad a incorpora¢doc dos meta-
bélitos, entre outros, &gua tritiada. Na determinag¢do da ra-
diocatividade das fezes, a adgua tritiada livre serd eliminada
durante a secagem mas, a agua tritiada que estid incorporada
ao microorganismo pode acasionar uma radicatividade mais
alta para as fezes. Assim, esta poderd ser uma explicagdo
alternativa para a correlag¢8o direta observada entre as ra-
diocoatividades das fezes e o RNA, que podera ser de fonte mi-
crobiana, ou seja, a maior radicatividade e RNA encontradas
nas fezes dos ratos em dieta de feijdo, em relagdo & ca-
seina, pois na literatura existem trabalhos, ja referidos,
que o feijdo aumenta a atividade dos microrganismos no in-
testino grosso. De gualgquer maneira, a diferenca significa-
tiva de radioatividade mostra que o grupo em dieta de feijdo
apresenta maior incorporag¢do de 3H-adenosina do gque o grupo
de caseina. Esta maior incorporagdo pode indicar um aumento
na proliferag¢do celular do intestino. Porém, como a radioa-
tividade das fezes ndo diferiu entre os dois grupos e a di-
ferenga significativa de RNA pode ter outros motivos além da
descamagdo, a maior retengdo de material marcado no tecido
do intestino delgado dos ratos em dieta de feijdo, pode ser
indicativa de hiperplasia ou hipertrofia do intestino, bem
como a maior necessidade de outros derivados de adenosina
pelo intestino, tais como ATP, NAD, etc. O aumento de peso

do intestino delgado de ratos por agdo de lectinas de feijéo
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"Kidney" cru, foi demonstrado por Greer e colaboradores
(1985). No presente estudo, utilizando-se feijdo cozido, ob-
servou-se fendmeno semelhante, embora n3o conhecendo-se a

magnitude do aumento.

4.4.2 Ensaio com [5-3H]-uridina

Os valores da radioatividade do intestino delgado
dos ratos em dieta de caseina e Carioca 80, obtidos apés
um tempo de 15 dias e a injeg¢do de [5-3H]}-uridina, como pre-
cursor de RNA (Schaer et alii, 1969), estd apresentada na
Tabela 19. Observa-se maior radicatividade nos tecidos dos
intestinos delgados dos ratos alimentados com dieta de fei-
j3o do que os alimentados com dieta de caseina, para os trés
tempos analisados. As respectivas radiocautografias destes
tecidos evidenciam uma leve incorpora¢3o da radioatividade
nos tecidos, n3o tendo sido esclarecedora (Figura 12), pois
embora esteja evidente na Tabela 19 que a radiocatividade in-
corporada tenha sido significativamente maior para os ratos
em dieta de feij3o e ocorrida uma liberag3o mais acentuada
com 6 horas, nas amostras colhidas para radioautografia, a
radioatividade encontra-se igualmente distribuida pela ce-
lula independente do tempo e da dieta. Pelo resultados da
Tabela 19 podemos concluir um metabolismo maior da uridina
em intestino delgado dos ratos na dieta de feijdo. Metaboli-

camente, a uridina incorporada é utilizada para sintese de



TABELA 19.

Radicatividade do intestino delgado, em ratos?
Wistar, mantidos durante 15 dias nas dietas e
injetados com 120 uCi de 3H-uridina, para die-
tas contendo feijdo (Phaseolus vulgaris) cv.
Carioca 80 e caseina, como fontes protéicas

(11,0 + 0,3%), as 2 horas, 6 horas e 12 horas.

Dieta

Radiocatividade (uCi/g)

2 Horas 6 Horas 12 Horas

Caseina

Carioca 80

0,231 + 0,065 0,056 + 0,001 0,088 £ 0,015
0,679 + 0,064 0,131 + 0,024 0,104 + 0,007

(1) - Os resultados representam a média de 2 ratos,

120,1 + 6,5 g.

pesando
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FIGURA 12. Radioautografia de Jejuno de ratos Wistar em

dieta de caseina apdés 2 horas (a), 6 horas (b) e 12 horas
(d) de inje¢do de 120 uCi de Uridina e em dietas de feij&do
apbs 2 horas, os ratos foram previamente jejuados e adapta-
dos as dietas. Os pontos escuros mostram o local onde a mo-

lécula tritiada foil incorporada (gr8os de prata reduzida).



nucleosideos, especialmente RNA, e outros derivados tais
como coenzimas, compostos fosfatos de alta energia como UTP,
que além de ser o precursor para a polimerag3o dos nucleoti-
deos de uridina em RNA, é& utilizado nas reag®es gque envolvem
a conversdo da galactose a glicose (Martin, 1982; Armstrong
1989). A 1liberagdo acentuada da radiatividade num intervalo
relativamente curto de 6 horas, ainda que em parte deva ser
atribuida a células descamadas, outra parte pode ser devida
a metabdlitos do metabolismo da uridina que, entre outros,
sabe-se que [5-®H]-uridina, além de incorporar em RNA, tor-
nando-o marcado, & utilizada na sintese do DNA, sendo que
para isso o tritio que estd na posigdo 5 sera liberado na
transformagdo de uracila a timidina, dando entrada a um
grupo metil; assim, o tritio liberado pode ser fonte de ra-
dioatividade nas fezes; pode-se portanto inferir que maior
liberag3o pode ser indicativo de maior proliferagdo celular

e/ou maior produgdo de DNA.
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5.

CONCLUSOES

Nas condi¢fSes em gque fol desenvolvido o trabalho péde-se

concluir que:

5.1 Tendo-se em vista o maior coeficiente de correla-
¢330 linear (r = 0,8694, p < 0,001), assim como o maior
parametro angular (B = 0,006174), obtidos no modelo
linear ajustado para a rela¢3o entre a radioatividade e
o nitrogénio das fezes, ao utilizar-se 3SH-arginina como
marcador, pode ser inferido que este aminoacido
consistiu em marcador protéico mais apropriado do que a
3H-leucina e 3SH-glicina (r = 0,7708; B = 0,00258 e r =

7712; B = 0,000824, respectivamente).

5.2 Os experimentos utilizando-se os aminoacidos argi-
nina e leucina tritiados demonstraram uma maior excre-
¢80 enddgena de nitrogénio fecal nos ratos em dietas de
feijdo em relagdo aqueles em dieta aprotéica (133 a
166% maior); dentre os dois cultivares de feijdo uti-
lizados, o c¢v. Carioca 80 ocasionou uma excre¢do maior
de nitrogénio fecal enddgeno, também com relag3o &

dieta de caseina (p < 0,05).
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5.3 Os percentuais de nitrogénio enddégeno e exégeno das
fezes dos ratos (média de 27,9%4,9% e 72,1+4,9%, res-—
pectivamente), foram semelhantes para as trés fontes
protéicas, caseina e feijdo cv. Carioca 80 e Aeté 3, o
que permitiu concluir que o aumento de nitrogénio en-
dégeno das fezes‘era proporcional ao nitrogénio fecal

total excretado.

5.4 A incorporagdo significativamente (p < 0,05) maior
de [G-SH]-adenosina e [G-3H]-uridina no intestino del-
gado dos ratos em dieta de feij3o, em relag3o 3 caseina
e aprotéica, foi indicativo de um maior metabolismo dos
nucleosideos; porém, como os resultados obtidos néo
confirmaram maior descama¢do do epitélio, este maior
metabolismo foi considerado como indicativo de

hiperplasia e/ou hipertrofia do tecido intestinal.
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