UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE MESTRADO EM BIOQUIMICA

CONVENIO UFPE E UNIVERSIDADE DO VALE DO ACARAU (UVA)

VALOR PROTEICO E IMPLICACOES NUTRICIONAIS DA
LECTINA DE SEMENTES DE Cratylia mollis QUANDO
PRESENTE NA DIETA

Mestranda : Ana Claudia de Oliveira

Orientadora: Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia
Co-Orientadora: Profa. Dra. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho

Orientadora Externa: Profa. Dra. llka Maria Vasconcelos

Recife — 2002



ANA CLAUDIA DE OLIVEIRA

VALOR PROTEICO E IMPLICACOES NUTRICIONAIS DA
LECTINA DE SEMENTES DE Cratylia mollis QUANDO
PRESENTE NA DIETA

Dissertagcéao apresentada ao
Mestrado em Bioquimica para o
cumprimento parcial das exigéncias
paraobtencéo do titulo de Mestre em
Bioquimica pela Universidade Federal

de Pernambuco.

Aprovada por:

Recife - 2002



A Deus;
Aos meus pais, Expedito e Aurineide;
As minhas irmas, Lourdes e Claudeane;
Aos meus sobrinhos, Pedro Victor e
Virginia, pelo amor, apoio, dedicagéo e
carinho.



AGRADECIMENTOS

A Professora Doutora MARIA TEREZA DOS SANTOS CORREIA, pela sua
orientag&o, incentivo e apoio na realizagao deste trabalho.

A Professora Doutora ILKA MARIA VASCONCELOS, o meu muito obrigada, por ter
disponibilizado o Laboratério de Toxinas Vegetais — UFC, para realizacdo dos
experimentos, bem como pelo apoio, carinho e paciéncia com que me acolheu.

A Professora Doutora LUANA CASSANDRA BREITENBACH BARROSO COELHO,
por sua co-orientagao e atengao.

A Professora Doutora ANA CELIA OLIVEIRA SANTOS, por ter contribuido, com sua
amizade e constante disponibilidade na discussdo de meus questionamentos.

A Professora Mestre FERNANDA MARIA MACHADO MAIA, pela amizade e apoio
técnico.

A amiga RICRISTHI DE AGUIAR GONCALVES, pelo seu companheirismo,
dedicacdo e presenca constante durante toda a realizacdo do experimento.

Ao amigo CLAUDIO CABRAL CAMPELLO, pela sua valiosa ajuda nas andlises
estatisticas.

A todos os integrantes do Laboratorio de Glicoproteinas da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, pela forma amiga e acolhedora, sem as quais nao seria
possivel a realizacdo desta pesquisa, em especial a técnica MARIA BARBOSA REIS
DA SILVA, pela ajuda e apoio.

A todos do Laboratério de Toxinas Vegetais da Universidade Federal do Ceara —
UFC, em especial, JANE, DANIELE, ELISANGELA, ISABEL, LUCIA, SILVINHA, pelo
carinho, ajuda, amizade e, principalmente, acolhida durante a realizacdo dos
experimentos.

Um agradecimento especial ao Professor CARLOS ROLIM da Universidade do Vale
do Acarau (UVA), ndo mas presente entre nos, por ter contribuido de forma
significativa para a realizagdo deste Mestrado.

Aos colegas do mestrado, pelo convivio amigo e ajuda diaria, especialmente a
amiga ANA MARY ALVES VIANA, que sempre esteve ao meu lado me incentivando,
estimulando com seu carinho e amizade.

Ao meu chefe, e por que ndo dizer amigo LUIiZ CARLOS PEIXOTO, pelo seu
incentivo e apoio, sem o qual n&o teria sido possivel a concretizagdo deste trabalho.



As minhas amigas de trabalho ENALDA e EVELINE, pela ajuda, cooperacéo e
apoio.

As amigas ADRIANA CESAR E FLAVIA PERES, pela acolhida, companheirismo,
apoio e amizade.

A minha FAMILIA, pelo apoio e ensinamento ao longo de todos esses anos.

A todos os amigos e pessoas que, de forma direta ou indireta, contribuiram para a
realizacao deste trabalho.

E sobretudo a DEUS, que me permitiu concluir este trabalho através de suas
béncéos.



LISTA DE FIGURA

FIGURA Pagina

1 Sementes de Cratylia mollis 11

Vi



LISTA DE TABELA

TABELA Pagina

1 Classificacao das lectinas em grupos de reconhecimento da 7

especificidade

Vil



LISTA DE ABREVIATURAS

CCm Dieta de Farinha Cozida de Sementes de C. mollis ndo

suplementada com metionina e triptofano

Cra Dieta contendo 8% de EW e 2% de lectina purificada de C.
mollis.

EW Egg-White ( proteina do ovo)

NPC Dieta Isenta de Proteina

NPR Retencao Protéica Final

NPU Utilizacao Protéica Final

PER Relacao de Eficiéncia Protéica

RCm Dieta de Farinha Crua de Sementes de C. mollis n&o

suplementada com metionina e triptofano

SCCm Dieta de Farinha Cozida de Sementes de C. mollis
suplementada com metionina e triptofano

SRCm Dieta de Farinha Crua de Sementes de C. mollis suplementada

com metionina e triptofano

Vil



INDICE

AGRADECIMENTOS
LISTA DE FIGURA
LISTA DE TABELA
LISTA DE ABREVIATURAS
INDICE
RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO
1.1- Consideracdes Gerais
1.2 - Valor Nutricional das Proteinas
1.3 - Avaliacdo Qualitativa das Proteinas
1.4 - Fatores Antinutricionais
1.4.1 — Lectinas
1.5 — Cratylia mollis
1.6 — Relevancia do Trabalho
2. OBJETIVOS
2.1- Objetivo Geral
2.2 - Objetivos Especificos
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

4. ARTIGO “Cratylia mollis seeds. Protein quality and nutritional

implications of dietary lectin”
5. CONCLUSOES

Pagina

27

51



RESUMO

Feijdo camaratu (Cratylia mollis), planta nativa da Regido de Pernambuco, é
considerado um excelente recurso forrageiro, e uma alternativa para obtencao de
lectinas. Neste trabalho avaliou-se a qualidade protéica e as implica¢des nutricionais
da lectina de sementes de C. mollis visando uma melhor caracterizacdo do feijao
camaratu como fonte alimenticia. Dietas contendo “Egg-White” (EW, controle
positivo), farinha crua (RCm) e cozida (CCm) de sementes de C. mollis, ou
suplementadas (SRCm e SCCm) com L-metionina e L-triptofano, além de uma dieta
contendo lectina de C. molis purificada (Cra) e uma dieta isenta de proteinas (NPC),
foram usadas por um periodo de 10 dias, em ratos machos tipoWistar, desmamados
aos 21 dias. Os orgaos foram retirados, pesados e liofilizados para obtencéo do
peso seco; as carcacas foram, também, desidratadas. Apos a obtencdo do peso
seco dos orgdos e das carcagas, estes foram triturados de forma conjunta. Os
animais que ingeriram as dietas RCm, SRCm e CCm apresentaram diminuigc&o
em seu crescimento, similar ao grupo com dieta NPC, o grupo SCCm apresentou
uma reducdo menos significativa do desenvolvimento. Os parametros nutricionais de
digestibilidade, NPU (“Utilizacdo Protéica Final”), e valor biolégico quando
comparados com os do grupo EW, foram significativamene baixos para RCm;
SRCm e CCm apresentaram valores baixos de NPU e valor bioldgico, mas boa
digestibilidade. O grupo SCCm apresentou 6timos valores para todos os
parametros. Os animais alimentados com a dieta contendo Cra apresentaram um
bom crescimento, excelente aspectos vitais e fisicos, com boa digestibilidade e NPU
e valor biolégico, similares aos grupos da EW. Entretanto uma significativa
hipertrofia em alguns 6rgéos foram observados, quando comparados aos mesmos
orgados dos animais alimentados a dieta EW. Estes resultados sugerem que a

semente de C. mollis e Cra induziram a altera¢c6es dos 6rgédos em ratos.



ABSTRACT

Camaratu bean (Cratylia mollis), a native plant from the Semi-Arid Region of
Perambuco, Brazil, is considered an excellent forage resource, and an alternative to
obtain lectins. In this work the protein pattern and nutritional implications of C. mollis
lectin was evaluated for a better characterization of the camaratu bean as a
nutritional source. Diets with “egg-white”(Ew, positive control), raw (RCm) and
cooked (CCm) C. mollis seed meals or supplemented (SRCm and SCCm) with L-
methionine and L-tryptophan, as well as a diet containing purified C. mollis lectin
(Cra) and a diet without protein (NPC), for 10 days as a period, for Wistar male rats
weaned at 21 days of age. The main organs were dissected, weighted, and
lyophilized b obtain the dry weight; carcasses were, also, dried. Dry weights were
recorded before incorporating the organs with their original carcasses which were
then grounded. The animals fed with RCm, SRCm and CCm showed low values of
growth, similar to NPC group; SCCm group revealed a less significant reduction of
development. The nutritional parameters of digestibility, NPU (“Net Protein
Utilization”) and biologic value were significantly reduced to RCm; SRCm and CCm
showed low NPU and biological value but good digestibility. The SCCm group
presented good values to all parameters. Animal fed with Cra diet showed a good
increase in animal weight, excellent vitality and physical aspects with good
digestibility, NPU and biological values similar to EW group. However, a signifiicant
hypertrophy of some organs was observed when compared to of animals organs fed
with EW diet. These results suggested that C. mollis seeds and Cra induced organ

alterations in rats.
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1- INTRODUCAO

1.1 Consideracgdes Gerais

A populagdo mundial cresce em torno de 75 milhdes ao ano e esta taxa
de crescimento populacional, embora nao seja desordenada, € considerada bastante
elevada (Pinstrup-Anderson et al.,, 1999). Segundo a Organizagdo das Nacdes
Unidas (ONU), a populacdo mundial foi de 6,1 bilhdes em 2001, devendo atingir a
marca dos 7,2 bilhdes em 2015 (Almanaque Abril, Mundo2002).

Este aumento populacional associado a escassez de recursos, faz com
que a ciéncia busque de forma continua alternativas para combater o déficit de
suprimento e melhoria a distribuicdo de géneros alimenticios (Campbell, 1997). A
fome ainda é considerada um sério problema social, que vem se ampliando cada vez
mais, principalmente nos paises subdesenvolvidos. Segundo as estimativas, cerca
de 800 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de fome e subnutricdo
(Pinstrup-Anderson et al., 1999). De acordo com a ONU, o mundo produz uma vez e
meia a quantidade de alimentos necessaria para alimentar toda a populacdo do
planeta. Apesar disso, uma em cada sete pessoas passa fome e cerca de 6 milhdes
de criancas de até 5 anos morrem de desnutricdo nos paises em desenvolvimento.
Dados do Instituto de Pesquisa Econémica Aplicada (IPEA), revelam que a renda de
53 milhdes de brasileiros ndo é suficiente para cobrir suas despesas com

alimentacao (Almanaque Abril, Brasil 2002).

As proteinas de origem animal tém elevado valor biol6gico, porém tém

custo de producédo superior ao das proteinas vegetais (Bertrand, 1987; Beting, 1992;
Messina, 1999), o que limita o seu consumo por populacdes de baixo poder

aquisitivo.

Dentre os vegetais, os grdos de leguminosas vém se destacando por
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serem importantes fontes de proteina na dieta em muitas partes do mundo, devido
ao seu alto teor protéico, além de serem uma relevante fonte de calorias por
conterem carboidratos e lipidios. Em geral, nas sementes de leguminosas a
concentracdo de lipidios pode variar de 1% a mais do que 40%, carboidratos até
60% e proteina de 15% a 50% dependendo da espécie (Boulter, 1980; Bressani e
Elias, 1980; Friedman & Brandon, 2001).

A busca continua por técnicas que aproveitem eficazmente as proteinas
vegetais visa aumentar a producao e obtencdo de proteinas comestiveis a partir de

fontes convencionais e, também, de fontes alternativas (Campbell, 1997).

1.2 Valor Nutricional das Proteinas

O valor nutritivo dos alimentos depende da concentragédo e do balango de
nutrientes, biodisponibilidade destes e da presenca ou ndo de componentes toxicos
e/ou antinutricionais (Sgarbieri, 1987). A principal funcdo das proteinas na
alimentacao é fornecer o nitrogénio e os aminoacidos necessarios para a sintese
das proteinas corporais e outros compostos organicos nitrogenados. Por isso, o
valor protéico de um alimento corresponde a sua capacidade em satisfazer as
necessidades do individuo em nitrogénio e aminoacidos e isto depende da natureza
e quantidade de aminoéacidos que ele contém (FAO/WHO, 1985). Os aminoacidos
considerados essenciais para humanos incluem histidina (somente para criangas),
leucina, isoleucina, valina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina e triptofano. As
proteinas que contém todos os aminoacidos essenciais em quantidades suficientes
e nas propor¢des corretas para manter o equilibrio de nitrogénio e permitir o
crescimento, sdo conhecidas como proteinas completas (Krause, 2002). As que
apresentam deficiéncias de um ou mais aminoacidos essenciais, sdo ditas proteinas

incompletas. O aminoacido que estd em falta, ou em quantidade insuficiente na
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proteina, é conhecido como “fator limitante”. A ingestdo de uma proteina incompleta
resulta em um baixo valor nutritivo, condicionado ao nivel dos fatores limitantes. A
situagdo oposta, ingestdo em excesso de um ou mais aminoacidos essenciais,
também pode resultar em prejuizo nutricional ou mesmo em sintomas de toxicidade
(Lajolo et al., 1989).

1.3 Avaliacao Qualitativa das Proteinas

A qualidade nutricional de uma proteina esta ligada a sua capacidade de
satisfazer as necessidades organicas de crescimento e manutencdo. Para a sua
avaliacdo costuma-se recorrer a métodos quimicos, biolégicos e microbiol6gicos
(Lajolo et al., 1989).

Os métodos quimicos baseiam-se na analise dos aminoacidos da proteina
em estudo e na composicao do perfil dos aminoacidos essenciais, obtidos de uma
proteina de referéncia (Lajolo et al, 1989). Como proteina de referéncia tem sido
recomendada a proteina do ovo ou a “Proteina Provisional” da “Organiza¢cédo das
Nacoes Unidas para Agricultua e Alimentacdo” (FAO), esta Ultima € idealizada para
representar uma proteina ideal ao atendimento dos requerimentos minimos do
homem (FAO/WHO, 1985). Dentre os métodos quimicos de avaliacdo protéica o
cObmputo de aminoécidos proposto inicialmente por Block & Mitchel (1946) é bastante
utilizado para estimar a qualidade protéica, com base em seu balanco de

aminoacidos essenciais.

Os métodos bioldgicos avaliam o valor nutritivo de uma proteina, baseado
na resposta de um organismo a ingestdio de uma proteina em estudo
(Lajolo et al, 1989). Para isso, 0s seguintes métodos podem ser utilizados:

PER (“Relacéo de Eficiéncia Protéica”), estabelecido por Osborneetal. (1919), que
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consiste em avaliar o crescimento de animais jovens, alimentados por 4 semanas
com uma proteina teste, e relacionar o ganho de peso com a proteina ingerida
citados por (Tagle, 1981); NPR (“Retencédo Protéica Final”), método original de
Bender & Doell (1957), semelhante ao PER, porém a duracdo do experimento é de
10 dias e inclui um grupo adicional submetido a uma dieta aprotéica (Lajolo et al.,
1989); NPU (“Utilizacdo Protéica Final”), método original de Miller & Bender (1955),
consiste em medir a percentagem do nitrogénio da dieta ingerida e a que foi retida
no organismo, sendo o nitrogénio retido determinado pelo teor de nitrogénio total da
carcaca dos grupos de ratos mantidos com a proteina em estudo, em comparacao
com o nitrogénio da carcaca do grupo aprotéico. Outro pardmetro biolégico é a
digestibilidade, que é determinada através do nitrogénio total excretado nas fezes
menos o nitrogénio endogeno de um grupo semelhante de animais mantidos em

dieta aprotéica, pelo mesmo periodo experimental (Miller & Bender, 1955).

Ensaios microbiolégicos sdo, também, utilizados para aferir o valor
protéico, utilizando microorganismos que tenham os requerimentos em amino&cidos
essenciais conhecidos e que estes valores sejam préximos aos estabelecidos para o
homem (Pellet & Young, 1980; Cheftell, 1989).

1.4 Fatores Antinutricionais

O aumento no consumo de alimentos de origem vegetal, frente as
proteinas animais, obriga ao incremento da producdo vegetal como alternativa para
suprir as necessidades protéicas da populacdo crescente. Nos paises em
desenvolvimento, o consumo de proteinas de origem vegetal chega a 78,8%,
tornando-se fonte principal ou, em alguns casos, fonte suplementar das proteinas da
dieta (Singh & Singh, 1992). As leguminosas sdo amplamente consumidas pelo

homem como fonte protéica (Kendall et al., 1997; Wilson, 1998 ). Entretanto, 0 uso
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de grdos de leguminosas e de outras fontes vegetais como alimento é limitado
devido a presenca de fatores toxicos e/ou antinutricionais que, quando
consumidos, podem causar resposta adversa para o homem e/ou animais (Liener,
1980; Salunkhe et al., 1982; Oboh et al., 1998).

A distincdo entre proteinas téxicas e antinutricionais é que as toxicas
agem de forma aguda produzindo lesdes nos 6rgdos e tecidos e alteracbes
fisiologicas diversas que podem, inclusive, causar a morte. J4 as antinutricionais sao
consideradas aquelas que embora ndo causem alteracdes teciduais evidentes,
atuam no sentido de diminuir a eficiéncia do metabolismo, interferindo na utilizagao
dos nutrientes (Sgarbieri, 1996). Como exemplos de condi¢cdes capazes de interferir
no aproveitamento nutricional de um nutriente podem ser citados: deficiéncia em
aminoacidos sulfurados: metionina e cistina (Evans & Boulter, 1974; Sgarbieri et al.,
1979, Sathe, 2002); presenca de substancias antinutritivas: lectinas e inibidores de
proteases (Tobin & Carpenter, 1978; Nielsen, 1991, Grela et al., 2001); presenca de
fatores toxicos, provocando efeitos fisioldégicos adversos: glicosideos cianogénicos,
aminoacidos ndo protéicos (Sgarbieri, 1987, Oliveira, 1994, Grela et al, 2001);
digestibilidade protéica baixa, limitando a biodisponibilidade de seus aminoacidos
(Tobin & Carpenter, 1978; Nielsen, 1991, Friedman & Brandon, 2001).

1.4.1 Lectinas

Muitas espécies de plantas contém proteinas que se ligam a
carboidratos, melhores conhecidas como “lectinas”, “aglutininas” ou “hemaglutininas”
(Peumans & van Damme et al., 1998, Loris, 2002). O termo lectina (originado do
latim “legere”, significa “selecionar”) foi proposto por Boyd & Shapleigh (1954), em
virtude da habilidade de algumas proteinas se ligarem a carboidratos, aglutinando
seletivamente eritrocitos de um grupo sanguineo humano (Peumans & Van Damme,
1998).
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Lectinas sd@o proteinas au glicoproteinas que possuem pelo menos um
sitio de ligagcdo a carboidratos ou derivados (aminoacgulcares, alquilagUcares,
desoxiacucares, etc.), sem apresentar funcdo catalitica nem caracteristicas
estruturais imunolégicas (Ghosh et al, 1999), e que se ligam reversivelmente a
mono ou oligassacarideos especificos (Peumans & Van Damme, 1998). Nesta
definicdo, as lectinas podem ser classificadas quanto a quantidade e natureza dos
sitios ligantes em trés subgrupos: Merolectinas, aquelas que apresentam apenas
um grupo ligante para carboidrato, sendo pequenas, incapazes de aglutinar células,
devido a natureza monovalente; Hololectinas, as que apresentam dois ou mais
ligantes homdlogos para carboidratos ou derivados e, portanto, sdo capazes de
aglutinar células e precipitar glicoconjugados e Quimerolectinas, as que possuem
sitios ligantes distintos, com especificidade para diferentes moléculas de acgucar
(Grubhoffer et al., 1997). A maioria das lectinas de plantas sdo hololectinas,
comportando-se como hemaglutininas. Mais recentemente, Peumans & Van
Damme (1998) sugeriram a introdugdo de mais uma classe de lectinas, as
Superlectinas, um tipo especial das quimerolectinas. Elas seriam proteinas com
dois sitios de ligacdo a carboidratos, estruturalmente diferentes, reconhecendo
carboidratos distintos.

A especificidade sacaridica de uma lectina pode ser determinada atraves
de ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, fazendo uso de monossacarideos
simples ou carboidratos complexos e avaliando aquele que, mais efetivamente, inibe
sua aglutinagdo por eritrécitos (Peumans & Van Damme, 1998). Os eritrécitos
podem ser de sangue humano ou de outras espécies, tratados com enzimas
proteoliticas e/ou substancias quimicas para aumentar a sensibilidade das células a
lectina (Kabir, 1998; Coelho & Da Silva, 2000), ou ndo tratados (Mo et al., 1994; Mo
et al., 2000; Gerlach et al., 2002; Ng et al., 2002).

As lectinas séo classificadas nos grupos de reconhecimento da
especificidade de acordo com o monossacarideo e/ou oligossacarideo que mais
efetivamente inibe a aglutinacdo de eritrocitos (tabela 1); as familias mais numerosas

6
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Tabelal - Classificacdo das lectinas em grupos de reconhecimento da

especificidade

ESPECIFICIDADE FONTE DA LECTINA

Grupo Fucose
Fucose Ulex europaeus; Canavalia ensiformis

Grupo Galactose/N -acetilgalactosamina

Galactose>>GalNAc Artocarpus integrifolia
Gal=GalNAc Clerodedron trichotomum
Gal<<GalNAc Glicine max

Grupo N-acetilglicosamina

GIcNAC Triticum aestivum
(GIcNACh Urtica dioica

Grupo Manose
Manose Galanthus nivalis
Manose/gluose Canavalia ensiformis
Manose/maltose Calystegia sepium

Grupo Acido Sialico
Acido sialico Triticum aestivum
Neu5Aca(2,6)Gal/GalNAc Sambucus nigra; Maackia amurensis

Grupo Glicanos Complexos
Complexos- especificidade conhecida Phaseolus vulgaris

ComEIexos- esEecificidade desconhecida Euonxmus europaeus

Gal, galactose; GalNAc, N-acetilgalactosamina; GIcNAc, N-acetilglicosamina
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correspondem aquelas isoladas de legumes e as ligadoras de quitina (Peumans &
Van Damme, 1998).

As lectinas estdo amplamente distribuidas nas plantas, animais e
microorganismos. Um grande numero delas tem sido purificada de vérias fontes,
especialmente de sementes de legumes (Siddiqui et al., 1995; Ozeki et al., 1996;
Ahmad et al., 2001). Na familia das leguminosas, as lectinas tém sido detectadas em
mais de 600 espécies e variedades, tendo sido purificadas em aproximadamente 70
destas. Nas plantas ainda estdo presentes em todos 0s tecidos vegetativos, como
raizes, bulbos, tubérculos, rizomas, folhas, cascas e frutos (Kaku et al.,, 1990; Koshte
et al., 1990; Diaz et al., 1990; Yamashita et al., 1992; Saito et al., 1993; Yamaguchi
et al., 1996; Van Damme et al., 2000; Naeem et al., 2001; Sampietro et al., 2001). As
lectinas de leguminosas, principalmente as que sdo encontradas em sementes, tém
se destacado por constituir até 15% da proteina total (Peumans & Van
Damme, 1998).

As lectinas de diferentes fontes para serem purificadas, em geral,
requerem inicialmente a preparacédo de extratos em solugdes aquosas salinas (Paiva
& Coelho, 1992; Coelho & Silva, 2000; Karasaki et al., 2001). Alguns extratos com
atividade lectinica sdo submetidos a purificagdo parcial por diversos métodos como:
didlise exaustiva (Sage & Green, 1972) ou fracionamento salino, em especial, com
sulfato de aménio (Correia & Coelho, 1995; Syed et al., 1999; Coelho & Silva, 2000;
Sampietro et al.,, 2001) ou utlizando micelas invertidas (Oliveira et al., 2002;
Nascimento et al., 2002). As lectinas, em sua maioria, sdo purificadas por
cromatografia de afinidade, técnica que se baseia na habilidade das mesmas em
se ligarem especifica e reversivelmente a carboidratos (Kennedy et al., 1995).

Mesmo depois de mais de um século de detecgéo de lectinas em plantas,
e de inmeros estudos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares, a funcao deste grupo

particular de proteinas € ainda pouco conhecida (Peumans & Van Damme, 1995).
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Varios papéis fisioldgicos tém sido propostos para as lectinas de plantas (Goldstein
& Poretz, 1986; Gatehouse et al., 1995). Exemplos destes séo: fixagdo de nitrogénio,
inibicAo do crescimento de organismos patogénicos, e transporte de agucares, de
horménios ou de glicoproteinas (Strosberg et al.,1986). Em animais, evidéncias
sugerem que as lectinas participam do mecanismo da endocitose e transporte
vetorial intracelular de glicoproteinas, apoptose, defesa contra microorganismos, na
regulagdo da migracdo e adeséo celular, na ligagdo de bactérias as células epiteliais
e, ainda que suas proteinas funcionem como um tipo de receptor (Ponchel & Irache,
1998; Yamashita et al., 1999; Rudiger et al., 2000). A propriedade de ligacdo das
lectinas a carboidratos especificos pode ser considerada como fator determinante
das diferentes fun¢des propostas (Peumans & Van Damme, 1995). Portanto, o
maior argumento que justifica o papel das lectinas vegetais na interacdo com
outros organismos € o fato delas terem mais afinidade por oligossacarideos néo
comuns, ou totalmente ausentes, em plantas. Assim, ha evidéncias crescentes de
gue a maioria das lectinas tem um papel na defesa de plantas contra diferentes
organismos que se alimentam de vegetais, inclusive o homem. Isto é justificado,
principalmente pelo fato das lectinas se ligarem a glicoconjugados presentes na
superficie de microorganismos (por exemplo, bactérias e fungos), ou expostos ao
longo do trato intestinal de insetos e mamiferos herbivoros (Peumans & Van
Damme, 1995).

O principio de desencadeamento dos mecanismos de toxicidade
provocados pela lectina envolve a presenca de sitios de ligagdo a carboidratos, o
que faz com que muitas lectinas se liguem a borda em escova do intestino delgado
causando uma série de alteracdes metabdlicas, e levando a uma reducdo do
crescimento dos animais que as ingerem, podendo inclusive levar a morte (Bandwell
et al., 1983; Pusztai, 1985; Grant, 1989). A lectina isolada de sementes de
Phaseolus vulgaris (PHA), por exemplo, liga-se & mucosa, causando desorganizagéo
da borda em escova onde induz um aumento do “turnover’ celular, perda

de peso, acompanhada de balanco nitrogenado negativo, diminuicdo no consumo de
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alimentos, aumento da secre¢do mucosa, hipertrofia do intestino, pancreas, figado e
atrofia do timo e dos musculos esqueléticos (Grant et al., 1985; Pusztai, 1986;
Oliveira & Sgarbieri, 1986; Oliveira et al., 1988; Grant et al., 1989; Moreira et al.,
1991). Alguns desses efeitos foram também observados em ratos alimentados com
dietas contendo a lectina de sementes de Canavalia brasiliensis (Con Br), sendo
notada também a diminuicdo da NPU e da digestibilidade, bem como a recuperacao

de significativa quantidade de lectina ativa nas fezes (Oliveiraet al., 1994).

Algumas lectinas séo resistentes a protedlise pelas enzimas digestivas e
sao prejudiciais quando ofertadas oralmente, levando a um comprometimento do
crescimento, bem como alteracdes de 6rgdos, particularmente o intestino delgado
(Vasconcelos et al., 2001). Ja foi demonstrado que Con Br (Oliveira et al., 1994), a
lectina de sementes de Canavalia ensiformis, Con A (Pusztai et al., 1988 ) e PHA
(Bandwell et al., 1983; Grant, 1989) sdo bastante resistentes a protedlise. A
resisténcia as enzimas proteoliticas presentes no trato digestivo € a condi¢ao basica
para a manifestacao da atividade téxica das lectinas. A primeira consequéncia da
ndo digestdo das lectinas presentes em determinadas sementes, seria a néo
disponibilidade de seus aminoécidos constitutivos, geralmente com baixa proporcao
de aminoacidos sulfurados. Nas fezes dos animais alimentados com estas proteinas
foram encontrados niveis bastante elevados de lectina biologicamente ativa. A PHA,
e a Con A foram recuperadas em mais de 90% nas fezes de ratos alimentados com

dietas contendo essas duas lectinas (Pusztai, 1991).

Lectinas de plantas s&o particularmente resistente a temperaturas
elevadas (Pusztai & Grant, 1998). Segundo Nachbar & Oppenhein (1980), cerca de
30% dos alimentos de origem vegetal in natura, e mesmo alimentos industrialmente
processados, contém lectinas ativas. Tratamento a 90° C por 1 hora ou 100° C por

10 minutos, foi necessario para eliminar a atividade lectinica (Armour et al., 1998).
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1.5 Cratylia mollis

Cratylia mollis Mart., conhecida popularmente como feijdo camaratu ou
camaratuba, € uma planta nativa, perene, oriunda da Regido Semi-Arida do
Estado Pernambucano; pertence a tribo Phaseoleae, subtribo Diockineae. O
Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal de Pernambuco ja purificou a homogeneidade quatro isoformas da lectina
das sementes deste feijdo (Figura 1), que estdo atualmente sendo aplicadas (Paiva
& Coelho, 1992; Correia & Coelho, 1995). Uma preparacdo rica nas isoformas 1 e 4
e a isoforma 1 tém sido estudadas em suas caracteristicas fisico-quimicas e em
diferentes aplicagbes biologicas (Tavares et al., 1996; Lima et al., 1997; Beltrdo et
al., 1998; Baszkinet al., 2000; Souza et al., 2001; Nascimento et al., 2002).

Figura 1: Sementes de Cratylia mollis

11
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1.6 Relevancia do Trabalho

Sementes de leguminosas sdo importantes fontes protéicas em dietas
consumidas por populacdes carentes em paises em desenvolvimento. Nas
comunidades rurais do Nordeste, devido ao baixo poder aquisitivo e a baixa oferta
de alimentos, os feijdes sdo diariamente consumidos sendo, muitas vezes, a
principal fonte de proteinas na alimentacdo. A despeito do grande numero de grédos
de legumes existentes, os mais comumentes consumidos séo: feijdes comuns
(Phaseolus vulgaris), feijao de soja Glycine max) e cowpea {igna unguiculata).
Recentemente, consideravel interesse tem sido focalizado na utilizacdo destes
legumes relativamente negligenciados para alimentacdo humana e componentes
alimentares de estoque para vida, contudo, a presenca de fatores antinutricionais
impede a utilizacdo de sementes de leguminosas (Oboh et al, 1998). O valor
nutricional ou a qualidade de diferentes proteinas varia e, sdo governadas pela
composicdo de aminoacidos, propor¢cbes dos aminoacidos essenciais,
susceptibilidade a hidrélise durante a digestdo, fonte protéica, e os efeitos de
processamento (Friedman, 1991). Vale ressaltar que, prioridades tém sido dadas ao
melhoramento de alimentos vegetais como leguminosas, cereais e tubérculos devido
ao desequilibrio entre o crescimento populacional e disponibilidade de alimentos

(Pellet & Young,1980), com o intuito de aumentar a quantidade e qualidade protéica.

O feijdo camaratu merece atengdo especial, por ser nativo e perene;
considerado excelente recurso forrageiro por apresentar teores protéicos elevados e
digestibilidade “in vitro” superior a outros materiais tradicionalmente usados na
alimentacao animal (dados néo publicados). O conhecimento sobre a sua qualidade
protéica e as implicac6es nutricionais da lectina de C. mollis torna-se importante,
visando a sua melhor caracterizacdo como uma alternativa fonte alimenticia

humana.

12
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o valor protéico e implicagBes nutricionais da lectina de sementes

de Cratylia mollis quando presente na dieta.

2.2 Objetivos Especificos

Purificar a lectina de C. mollis;
Verificar a interferéncia da lectina de C. mollis sob os seguintes
parametros:
a)Peso corporal de ratos machos tipo Wistar, desmamados aos 21 dias
através da ingestéo diaria de dietas contendo :
“Egg-White” — 10% de proteina bruta contendo egg-white
- NPC —dieta isenta de proteina
- Farinha crua e cozida ndo suplementada com metionina e triptofano,
sendo 10% de proteina constituida pela farinha de sementes de
Cratylia mollis
- Farinha crua e cozida suplementada com metionina e triptofano,
sendo 10% de proteina constituida pela farinha de sementes de
Cratylia mollis
- Lectina — contendo 8% de proteina na forma de EW e 2% na forma
da lectina purificada de C. mollis liofilizada
b) Utilizacao protéica final (NPU) e de dosagem de nitrogénio corporeo;
c) Diferenca de peso dos 6érgédos internos (estbmago, intestinos delgado e

grosso, timo, rins, coragao, pulméo, pancreas e baco).

13
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Abstract: This study reports on the performance of rats fed with diets based on
Cratylia mollis seed proteins. Feeding rats with different meals from C. mollis seeds
(supplemented or not raw meal or cooked meal not supplemented), causing lost
weight to the animals while the animals fed with supplemented cooked meal
maintained the weight. The group that received meal containing pure C. mollis lectin
(Cra) showed similar development to the group that was fed with control diet (egg-
white). The same results were obtained in relation to nutritional parameters:
supplemented cooked meal showed good results to digestibility, NPU and biological
value; Cra diet resulted in egg-white similar values. Some organs showed
hypertrophy when fed with the experimental diets . mollis seed meals and Cra

diets). It was suggested that the C. mollis seed meals have antinutritive factors,
however supplemented cooked meal and the Cra diet showed good values to

nutritional parameters.

Keywords: Cratylia mollis, seed protein, protein quality, lectin, nutritional parameters
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1 Introduction

Lectins were originally defined as agglutinins which could discriminate among
types of red blood cells. They have been found in viruses, microorganisms, animals,
and plants, but despite their ubiquity, their function in nature is unclear. They
represent a heterogeneous group of oligomeric proteins that vary widely in size,
structure, molecular organization, as well as in the constitution of their combining
sites [1]. Lectins are proteins possessing at least one non-catalytic domain, which
binds reversibly to a specific mono or oligosaccharide [2]. The definition comprises a
broad range of proteins with different agglutination and/or glycoconjugate
precipitation properties. On the basis of overall structure of primary translation
products, mature plant lectins are subdivided in merolectins, hololectins,
chimerolectins, and superlectins [2].

Seed legumes are an important source of proteins, carbohydrates, dietary fiber,
or certain minerals and vitamins in the human food supply. These species can
contain 15 to 25% protein in a dry weight basis [3]. However, some legumes contain
a large number of antinutritional substances such as amino acids, glycosinolates,
alkaloids polyphenols, saponines, protease inhibitors, allergens and lectins, that can
possibly alter the body metabolism of consumers [4]. Many plants food contain
proteins that are usually referred to as lectins on the basis of their specific

carbohydrate binding properties. Some of these lectins protect plants against

predatory invertebrates and higher animals, and they may also be harmful to humans
[5].
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Cratylia mollis (camaratu bean) is a native forage of Northeast, Brazil. Lectin

isoforms were obtained from C. mollis seeds [6,7]. Structural studies and applications
of Cra lectin have been performed [8,9,10,11,12].

This study presented he use of C. mollis seeds as a source of protein for
monogastric animals (rats) and an approach to analyse its nutritional quality.
Additionally, purified the seed lectin was included into a diet and its antinutritional

effects are discussed.

2 Materials and Methods

2.1- Materials

C. mollis seeds were obtained from plants that grow widely in the state of
Pernambuco, Northeast Brazil. Casein was purchased from Merck and egg white
from Sigma Chemical Co. All the other chemicals used were of analytical grade. The
bean samples used for the preparation of the diets were ground in a coffee grinder.
Cooked bean samples were prepared by heating at 100° C for 60 min (556 g of
seeds in 800 ml of distilled water). This condition was sufficient to abolish the
haemagglutinating activity. Cooked seeds were lyophylised and grounded. Purified
lectin was obtained by affinity chromatography on a Sephadex G-75 column (Cra) as

described earlier [7].
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2.2 Diets

Diets were prepared to contain 100 g of protein kg™ diet (Table 1) as casein, or
egg-white (EW), or C. mollis seed meals, raw (RCm) and cooked (CCm). RCm and
CCm were also supplemented (SRCm and SCCm) with L-tryptophan and L-
methionine based on the amino acid contents of the raw seeds, to bring the amino
acid content to the target requirements for rats [13]. Cra was incorporated at level of
20 g protein/kg diet, similar to the amount in the mature seeds, and total protein
content adjusted by addition of 80 g egg-white protein kg™ diet. A diet containing no

protein (NPC) was fed as a control.

2.3 Feeding trials

Wistar male rats were weaned at 21 days of age and given a commercial stock
diet until their weights reached 69—-70 g. They were fed casein diet ad libitum for 3
days as a period of adaptation to pulverized diets and were selected according to
food consumption and body weight. The animals were divided into 6 groups of six
rats and one group of three rats (purified lectin), housed individually in screen-
bottomed cages and fed control (EW), NPC or experimental diets (Table 1) for 10
days. Feed and water were supplied ad libitum. Rat weights, diet spillage and refused
diet were recorded daily. Feces were collected during the last 5 days of the
experimental period, bulked, freeze-dried, weighed and grounded in a coffee grinder.

At the end of the trial the rats were killed by ether overdose and the internal organs

32



Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

dissected. These were then freeze-dried while the carcasses were dried in a oven at

100°C for 24 h. Dry weights were recorded before incorporating the organs with their
original carcasses which were then grounded and kept in a desiccator for appropriate

analyses.

2.4 Chemical analysis

Diets, carcasses and ground fecal samples were analyzed for moisture content
[14] and total nitrogen [15]. The data were used to calculate apparent protein
digestibility and net protein utilization (NPU) based on the method described by [16].

All the results were calculated for each rat and the mean calculated within a group.

2.5. Statistical analysis

The results were subjected to a one-way analysis of variance and the

significance between means determined by Tuckey’s.

3. Results

3.1 Nutritional parameters

The analysis of nutritional parameters (Figure 1 and Table 2) revealed that

experimental diets induced a little growing when compared to EW; the diet increased
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with the lectin showed a result similar to control diet (EW). The growing curves of the
rats fed with Cra diet was better than the group that receive SCCm. Animals fed with
EW and Cra meals presented gain of weight corresponded to 54,84% and 67,86%,
respectively. Groups fed with RCm, SRCm, CCm, SCCm and NPC meals showed
weight reduction of -20,56%, -14,26%, -19,01%, -4,89% and -16,96%, respectively
(Table 2). Diary feed consume of experimental and control groups (Figure 2)
revealed that the best C. mollis seed meal was SCCm; the others were consumed in
similar quantities of NPC, without statistical differences. The group fed with Cra meal

ingested higher quantities than EW meal.

3.2 Biological Assay

The best results of NPU and digestibility were obtained with SCCm and Cra
(Table 2) and in spite of to be smaller than control diet (EW) they are considered
satisfactory. CCm and SRCm were significantly smaller than EW; RCm showed
negative NPU and low digestibility.

The quantities of feeding and nitrogen intake by the control and Cra group were
significantly different from the other experimental groups (Figure 3 and Table 3).
SCCm group showed the best results when the diet and nitrogen intakes of
experimental groups (RCm, SRCm, CCm and SCCm) were compared. The
experimental groups had fecal nitrogen (absolute values) and output higher than
control group (Figure 3 ). In relation to fecal nitrogen output, Cra group showed a

higher value than control. The groups fed withC. mollis seed meals showed a
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significant and elevated quantity of excreted nitrogen in relation to intake diet from

EW and Cra groups.

3.3 Internal organs alterations

Table 4 shows the relative dry weights from animal organs submitted to the
different feeding conditions. The analysis was based on parameters of dry weight
from control diet. In a general way, groups fed with C. mollis meals showed
hypertrophy of stomach, intestine, caecum plus colon, liver, heart, lung and kidney.
The alterations observed to Cra group was an expressive hypertrophy of pancreas,
stomach, intestine, liver, heart, lung and kidney. The animals fed with NPC showed

divergent results in some organ weights when compared to EW diet.

4 Discussion

Dry beans are an important source of calories and proteins in Latin American
countries and India [17]. However bean seeds proteins have a low nutritive value due
to limiting amounts of sulfur amino acids, low digestibility, low bioavailability of
essencial amino acids, the presence of toxic and antinutritive factors, and the
interference with digestion and absorption of nutrients by non-protein substances

[18]. Considerable interest has been aroused on the utilization of these relatively

neglected legume sources for human food [19].
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C. mollis as a whole is a perennial forage from the SemiArid Region of the
State of Pernambuco. C. mollis seeds have high protein values (42% of nitrogen); the
knowledge about the protein quality and the nutritional implications of seed and Cra
would be of most importance to characterize the beans as an alternative source of
protein in human nutrition.

RCm e SRCm behaved similarly to NPC, an indication of seed antinutritional
factors. The reduction of the proteins digestibility in leguminous seeds, can be related
by the fact of vegetable proteins showed lower digestibility than animal proteins [20,
21, 22, 23]. Antinutritional factors, very common in many leguminous, just as tanine
and trypsin inhibitor, as well as lectins, are resistant to in vitro digestibilility through
digestive enzymes [24, 25]. Dietary trypsin inhibitors are said to be responsible for
the poor digestibility of proteins by interference with the proper function of trypsin
leading to growth inhibition and pancreatic hypertrophy[26]. Lectins and trypsin
inhibitors are considered important antinutritional factors in seeds; others proteins
may also contributed either directly or synergistically to promove adverse effects after
feeding [27]. The total contribution of proteases inhibitors to diminish nutritional
performance of animals fed with soybean diet was low; other factors should be
involved to damage animal development [28]. Protein components such as toxins
and urease present in soybean, also contributed to induce harmful effects observed
in rats fed with raw seed meals [4]. Similar results were obtained for rats fed with

diets containing meals from seeds of the same tribe Diocleineae such as Dioclea

grandiflora, Dioclea sclerocarpa [29] and Canavalia brasiliensis [30].
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In relation to digestibility and NPU, SCCm gave better results than CCm,
however still significantly inferior to EW diet. Fecal output level and fecal nitrogen
were higher than control diet, possibly due to the low digesibility of nitrogen
components of the experimental meals. The reduction of digestion and absorption of
proteins from SCCm meals should be related to the presence of other antinutritional
factors which induced an increase of fecal nitrogen concentration. The relation
between quantity of nitrogen output and nitrogen intake by SCCm diet allowed to
detect a lost and/or an insignificant use of provided nitrogen. Similar results were
detected with supplement meals from cooked seeds of Canavalia brasiliensis [30]
and a soybean cultivar [4].

As already mentioned, SCCm nutritional parameters were satisfactory.
However, when animal organs were evaluated significant weight alterations have
been detected. Apparently, the lectin was inactivated after heating, but other
antinutritional factors could induce the disturbance. Also, the low diet consumption
could promote nutrient deficiency since NPC, CCm and SCCm contributed to organ
hypertrophy.

Animals did grow well and did not reveal nutritional deficiency, alteration of
vitality or rejection to Cra diet, which showed digestibility and NPU similar to EW diet,
but with higher nitrogen output. The results showed that a good protein digestibility is
not necessarily related to efficacy of use through animal organism or constituent
aminoacids. Similar results found to lectins purified from seeds of Canavalia
brasiliensis [30] and Cratylia floribunda (unpublished data) suggesting that the

rejection observed to C. mollis seed meals should not be due to the lectin presence.
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Cra det showed organs alterations, such as hypertrophy of spleen, thymus,
pancreas, stomach, small intestine, liver, heart and kidneys, when compared with the
same organs of animals fed with EW diet. Lectins caused local (acute and chronic)
as well as effects on the organism; the first is resultant of direct interation of the lectin
with the intestinal surface or brush-border membrane and the second is a
consequence of the epithelial cell binding and internalization [5].

Alterations at enzymatic activities and at the nutrient transports across of gut
surface have been attributed to the changes at the conformation of enzymes and
transporters, caused by the binding from lectins to glycoproteins and glycolipidis
[31, 32, 33]. PHA induced, at dose dependent, the intestine growing through the

increase of the number of Lieberkiihn crypt cells. This lectin, also, caused changes at
the intestine and pancreas [34]. The increase of these organs induced by lectins was,
already, demonstrated several times [35, 27, 36, 37, 38, 39]. The induction
mechanism of pancreatic and intestinal hypertrophy in rats fed with PHA, showed an
increase at colecistocinine levels; intestinal hyperplasia and hypertrophy was
independent of this mechanism [40].

According to this study, to define a protein source to consumption it is important
to consider animal growing, biological assays and potential organ alterations.

Animals fed with SCCm and Cra showed positive nutritional parameters.

38



Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

5 References

[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Gerlach, D, Wagner, M, Schlott, B, Z&hringer, U, Schmidt, KH. Chemical and
physicochemical characteization of the sualic acid-specific lectin from Cepaea
hortensis. FEMS Microbiology Letters 2002, pp. 1-8.

Peumans, WJ, Van Damme, JME. Lectins as plant defense proteins. Plant

Physiology. Belgium, 1995;109:347-52.

Sathe, SK. Dry bean protein functionality. Critical Reviews in Biotechnology. 2002;
22:175-223.

Vasconcelos, IM., Maia, AAB., Siebra, EA., Oliveira, JTA, Carvalho, AFFU, Melo,
VMM, Carlini, CR, Castelar, LI. Nutritional study of two brazilian soybeans (Glycine
max) cultivars differing in the contents of antinutritional and toxic proteins. The Journal
of Nutrtion Biochemistry, 2001;2: 55-62.

Peumans, WJ, Van Damme, JME. Prevalence, biological activity and genetic
manipulation of lectins in foods. Trends in food science & technology, 1996;7: 132-8.
Paiva, PMG and Coelho, LCBB. Purification and partial characterization of two lectin
isoforms from Cratylia mollis Mart (Camaratu bean). Applied Biochemistry and
Biotechnology,1992;36:113-17.

Correia, MTS, Coelho, LCBB. Purification of glucose/mannose specific Lectin, isoform
1, from seeds of Cratylia mollis Mart. (camaratu bean). Applied Biochemistry on
Biotechnology,1995;55:261-73.

Tavares, GA, Caracelli, I, Burger, R, Correia, MTS, Coelho, LCBB, Oliva, G.
Crystallization and preliminary X-ray studies on the lectin from the seeds of Cratylia
mollis. Acta Cryst., 1996;52:1046-7.

Lima, VLM, Correia, MTS, Cechinel, YMN, Sampaio, CAM, Owen, J, Coelho, LCBB.
Immobilized Cratylia mollis lectin as a potential matrix to isolate plasma glycoproteins,
including lecithin-cholesterol acyltransferase. Carbohydr Polym 1997; 33: 27-32.

[10] Beltrdo, EIC, Correia, MTS, Figueredo-Silva, J, Coelho, LCBB. Binding evaluation of

isoform 1 from Cratylia mollis lectin to human mammary tissues. Appl Biochem
Biotechnol 1998; 74:125-34.

39



[11]

[12]

[13]

[14]

Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

Souza, SR, Correia, MTS, Pessoa, MMA, Kennedy, JF, Lima-Filho, JL, Coelho,
LCBB. A novel model to characterize the doeble eletric layer of lectin from Cratylia
mollis (camaratu bean) and Canavalia ensiformis in metallic surface. Carbohydr
Polym 2001; 46: 191-3.

Nascimento, CO, Coelho, LCBB, Correia, MTS, Carneiro-da-Cunha, MG. Liquid-liquid
extraction of lectin from Cratylia mollis seeds using reversed micelles. Biotechnol
Letters 2002; 24: 905-7.

Coates, ME, Odonoghue, PN, Payne, PR, Ward, RJ. Dietary standards for laboratory
rats and mice — nutritional and mictobiological recommendations. Laboratory animal
handbook 2. London: Laboratories Animals, 1969, pp. 13-15.

Triebold, HO. Quantitative analysis with applications to agricultural and food products.
New York: Van Nostrand Co, 1946; pp. 331.

[15] Baethgen, WE, Alley, MM. A manual colorimetric procedure for measuring ammonium

nitrogen in soil and plant Kjeldahl digests. Soil Science, 1989;20:961-69.

[16] Miller, D S, Bender, A E. The determination of the net utilization of protein by a

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

shortened method. British Journal of Nutrition,1955;9:382-88.

Friend, M. Nutritional value of proteins from different food sources. A Review. Journal
Agricultural Food Chemistry, 1996; 44:6-29.

Valenzuella, MRC, Sgarbieri, VC. Influence of various dry bean fractions, carioca 80,
on diet efficiency and dietary protein utilization. Journal Nutrition Science Vitamilogy,
1990; 36:141-151.

Oboh, HA, Muzquiz, M, Burbano, C, Cuadrado, C, Pedrosa, MM, Ayet, G, Osagie,
AV. Antinutritional constituents of six underutilized legumes grow in Nigeria. Journal
of Chromatography A., 1998; 823: 307-312.

Mitchell, G. Food and populations (a personal view). South African Journal of
Science, 1984;80:403-406.

Nielsen, SS, Deshpande, SS, Hermodson, MA, Scoot, MP. Comparative digestibility
of legume storage proteins. Journal of Agricultural Food Chemistry, 1988;36:896-902.
Laurena, AC, Rodriguez, FM, Sabino, NG, Zamora, AF, Mendoza, EMT. Amino acid
composition, relative value and in vitro protein digestibility of several Philippine

indifenous legumes. Plant Foods for Human Nutrition, 1991;41:59-68.

40



[23]

Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

Sathe, SK. Dry bean protein functionality. Critical Reviews in Biotechnology, 2002;
22: 175-223.

[24] Carbonaro, M, Virgili, F, Lucarini, M, Carnovale, E. Role of tannins in legume-

[25]

[26]

containing diets: interaction to protein and antioxidant properties. Bardocz, S,
Gelencsér, E, Pusztai, A. (eds.). Second Workshop of COST 98 Action — Effects of
antinutrients on the nutritional value of legume diets, 1995;03:65-69.

Hossain, MA, Becker, K. Nutritive value and antinutritional factors in different varieties
of Sesbania seeds and their morphological fractions. Food Chemistry, 2001; 73:421-
31.

Liener, IE. Implications of antinutritional components in soybean foods. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 1994;34:31-67.

[27] Grant, G. Anti-nutritional effects of dietary lectins. Aspects of Applied Biology,1989;

19:51-74.

[28] Armour, JC, Chanaka Perera, RL, Buchan, WC, GRANT, G. Protease inhibitors and

[29]

[30]

[31]

[32]

lectins in soya bean and effects of aqueous heattreatment. Journal fo Science of
Food and Agriculture, 1998; 78: 225-231.

Grant, G., Mckenzie, NH, Moreira, RA, Pusztai, A. Dioclea grandiflora and Dioclea
sclerocarpa seeds. A nutritional study. Qual Plant P. Foods Human Nuitrition,
1986;36:47-61.

Oliveira, JTA , Vasconcelos, IM, Gondim, MJL, Cavada, BS, Moreira, RA, Santos,
CF, Moreira, LIM. Canavalia brasiliensis seeds. Protein quality and nutritional
implications of dietary lectin. Journal of the Science of Food and Agriculture,
1994;64:417-424.

Dhaunsi, GS, Garg, UC, Sidhu, GS, Bhatnagar, R. Enzymatic and transport studies
on the rat intestinal brush membrane vesicles bound to pea and lentil lectins. IRCS
Medical Science, 1985;13;469-70.

Pusztai, A, Grant, G, Bardocz, S, Ewen, SWB, Baintner, K, Peumans, WJ, Van
Damme, EJM. Lectins binding to the gut wall are growth factors for the pancreas.
Nutritional implications for transgenic plants. In: Pusztai, A, Bardocz, S (ed.). Lectins.

Biomedica persperctivas. London: Taylor & Francis Ltda, 1995;8:137-141.

41



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

Pusztai, A. Characteristics and consequences of interactions of lectins with the
intestinal mucosa. Archivos Latinoamericanos de Nutricion, 1996;44:10-15.

Bardocz, S, Ewen, SWB, Grant, G, Pusztai, A. Lectins as growth factors for the small
intestine and the gut. In: Pusztai, a, Bardocz, S (ed.). Lectins biomedical
perspectives. London: Taylor & Francis Ltda, 1995;6:103-115.

Pusztai, A. The biological effects of lectins in the diet of animals and man. Lectins,
1986;5:317-327.

Grant, G, Dorward, PM and Pusztai, A. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 1995;67:235-38.

Oliveira, AC, Sgarbieri, VC. Effect of diets containing dry beans (Phaseolus vulgaris,
L.) on the rat excretion of endogenous nitrogen. Journal of Nutrition, 1986; 116:2387-
2392.

[38] Oliveira, JTA , Pusztai, A , Grant, G. Changes in organs and tissues induced by

[39]

feeding of purified kidney bean (Phaseolus vulgaris) lectins. Nutrition Research,
1988;8:943-47.

Moreira, R A, Cavada, BS, Oliveira, JTA, Ainouz, IL. Plant lectins. In: OLIVEIRA, B.,
SGARBIERI, V. (eds.), Proceedings of the first Brazilian congress on proteins, 1991;
pp 71-96.

[40] Herzig, KH, Bardocz, S, Grant, G, Nustede, R, Folsch, UR, Pusztai, A. Red kidney

bean lectin is a potent cholecystokinin releasing stimulus in the rat inducing
pancreatic growth. Gut, 1997;41:333-38.

42



Oliveira, A.C. Vdor Protéico e Implicagdes Nutricionais...

Table 1
Composition (g/kg) of NPC, EW and experimental diets?

Diets Casein NPC EW RCm SRCm CCm SCCm Cra

Maize starch 377 500 374.2 220.49 214.83 228.49 222.68 360.4
Potato starch 100 100 100 100 100 100 100 100
Glucose 150 150 150 150 150 150 150 150
Maize oil 150 150 150 150 150 150 150 150
Vitamin mix = 50 50 50 50 50 50 50 50
Mineral mix " 50 50 50 50 50 50 50 50
Casein 123 - - - - - - -
Egg white - - 125.8 - - - - 100.6
C. mollis - - -

Raw 279.50 279.5

Cooked 2715 2715

Purified lectin 39
L- Tryptophan® - - - - 1.8 - 1.8 -
L-Methionine® - - - - 3.86 - 3.86 -

CAS, casein; NPC, non-protein control; EW, egg-white protein; RCm, raw C. mollis seeds; SRCm,
supplied raw C. mollis seeds; CCm, cooked C. mollis seeds; SCCm; supplied cooked C. mollis seeds;
Cra , egg-white protein plus purified lectin (Cra).
® Vitamin mix (g/kg): vitamin B12 (100%), 0,02; folic acid, 0.04; biotin(1%), 4.0; pyridoxine HCI, 0.04;
thiamine HCI, 0.06; riboflavin(99%), 0.21; Ca-pantothenato(45%), 1.2; nicotinic acid, 4.0; inositol, 4.0; p-
amino-benzoic acid, 12.0; choline chloride(50%), 24.0; maize starch, 950.43. Mineral mix (g/kg): calcium
citrate, 296.2; monobasic calcium phosphate, 108.3; dibasic potassium  phosphate, 210.1; sodium
chloride, 74.0; potassium chloride, 119.5; calcium carbonate (40%), 65.8; magnesium carbonate, 34.3;
magnesium sulfate, 75.4; ferric citrate, 9.1; magnesium chloride.6H,0, 5.82; copper carbonate, 1.1; zinc
carbonate, 0.48; sodium fluoride, 0,48; potassium iodate, 0.1.

° Diets containing raw or cooked seed meal were supplemented with L-methionine and L-tryptophan

according to their amino acid compositions.
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Table2

Nutritional parameters of rats fed on Cratylia mollisseed meals (RCm, SRCm, CCm, SCCm, Cra) compared®

with those of rats fed on EW and NPC diets

Diets’
NPC BEw RCm SRCm CCm Cra
Initial body weighf (g) 69.58+3.2°  7066+30"° 69.21+36° 69.97+43" 69.17+13° 69.74 +2.4°
Final body weigh® (g) 57.78+3.2° 10041+78° 5498+23" 599965  56.02+1.9° 117.07 +11.8°
Daily food intake® (g) 3.91+ 0.8 8.81+12° 391+1.75° 321+065° 4.03+0.70% 11.54+ 2,542
NPU? - 83.90+4.4% -16.79+4.55" 38.72+1.40° 3653+2.77 67.18+154° 70.90+0.01°
Protein digestibility” (%) - 9043+ 06° 32.87+6.72" 77.90+2.04 7500:6.21° 86.31+3.18 87.60+0.01°
Body nitrogen®(g/kg) 81.70+6.1° 61.12+63" 868+081° 987+93  109.3+40° 79.1+10.6°

Values in horizontal row with different letters differ significantly (p < 0.05).

®For Key to dies see material and methods.

°Perrat.
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Table 3 — Relative fecal dry matter and nitrogen outputs of rats® fed on control (EW)

and experimental diets calculated for the last 5 days

Diets Diet intake N intake F. outpuf’ Fecal N F.output(x100)  Fecal N (X00)

(g per rat) (g per rat) (g per rat) (g per rat) Diet intake Nintake
EW 42.89+4.28 151+0.12° 119+015° 0.033+0.002° 2.80+0.38 2.18+1.97°
RCm 15.66+ 2.35° 0.61+0.08" 1.37+022° 0.074£0012° 878+0.30° 12.34+2.17°

SRCm 16.23t2.13"  0.48+0.04° 140+0.16° 0.029+0.04" 8.85 + 1.90° 5.89 +0.32°

CCm 19.50+ 1.76" 0.52+0.04° 1.85+049° 0.040+0.012° 9.41+1.94 7.53+156"

SCCm 27.19+ 4.11° 0.75+0.08 219+0.25° 0.048+0.016° 8.14+0.71° 6.28+1.21°

LEC 62.96+ 8.08° 1.82+0.260 237+0.22% 0.184+0.018% 3.00+0.47 10.09 +0.35°

@values in vertical row with different following letters significantly (p<0.05).
NPC, non-protein control; EW, egg-white protein; RCm, rawC. mollis seeds; SRCm, supplied
raw C. mollis seeds; CCm, cooked C. mollis seeds; SCCm; supplied cooked C. mollis seeds;
Cra, egg-white protein plus purified lectin (Cra).

® Fecal output
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Relative dry weights®(g/100 g body dry matter) of organs of rats fed on NPC, EW and experimental diets

Organ

Spleen

Thymus
Pancreas
Stomach
Intestine
Caecum + colon
Liver

Heart

Lungs

Kid neys

EW

0.14 £ 0.02°
0.18 +0.02°
0.17 +0.04°
0.38 +0.02°
1.99 +0.16°
0.52 +0.08°
3.21+0.53
0.19 +0.03°
0.30 + 0.04°

0.43 + 0.04¢

NPC

0.13 £0.01°
0.12 +0.02°
0.12 +0.04¢
0.65 + 0.14?
2.31+0.18"
0.64 + 0.06
4.05+0.12
0.43 +0.04°
0.26 +0.02°

0.66 + 0.09"

RCm

0.14+0.01°
0.22+0.312
0.22+1.82°
0.60+ 0.06%
3.03+0.282
0.68+ 0.10%
3.11+0.26"
0.30+ 0.03"
0.45+ 0.042

0.82+ 0.08%

*Values in a horizontal row with different following letters significantly (p < 0.05).
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Diets
SRCm

0.17 £ 0.02°
0.26 + 0.42°
0.19 £ 0.02°
0.59 + 0.05?
3.15+0.52°
0.77 £0.07
3.38 +0.29"
0.31+0.07°
0.45 +0.02?

0.83+0.10%

CCm

0.15+ 0.02°
0.13 + 0.03°
0.17 + 0.02¢
0.58 + 0.03?
2.47 +0.28°
0.79 + 0.03?
3.53+0.23"
0.30+ 0.02°
0.49 + 0.022

0.88+ 0.08%

SCCm

0.18 £ 0.01°
0.15 + 0.03°
0.17 +0.02°
0.56 + 0.04
2.52+0.23
0.73 +0.022
452 +0.33
0.30 +0.02°
0.43 +0.01?

0.80 £ 0.05%

LEC

0.18+ 0.01°
0.23+0.012
0.33+ 0.092
0.46 + 0.11°
2.57+0.32°
0.59 + 0.03"
4.27 + 0.59°
0.25+ 0.03"
0.36 + 0.06"

0.56 + 0.10°
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6. Figure Legends

6.1 - Figure 1- Growing curves of rats fed with diets of Cratylia mollis seed meals (n =

6) and purified C. mollis seed lectins (n = 3) using as pattern rats fed with “egg-white”
(positive control) and non-protein diet (negative control).

NPC, non-protein control; EW, egg-white protein; RCm, raw C. mollis seeds; SRCm,
supplied raw C. mollis seeds; CCm, cooked C. mollis seeds; SCCm; supplied cooked C.

mollis seeds; Cra , egg-white protein plus purified lectin (Cra).

6.2 - Figure 2 — Daily consume curves of fed rats with diets of Cratylia mollis seed
meals (n = 6) and purified C. mollis seed lectins (n = 3) using as pattern rats fed with

“egg-white” (positive control) and non-protein diet (negative control).

NPC, non-protein control; EW, egg-white protein; RCm, raw C. mollis seeds; SRCm,
supplied raw C. mollis seeds; CCm, cooked C. mollis seeds; SCCm; supplied cooked C.

mollis seeds; Cra , egg-white protein plus purified lectin (Cra).

6.3 - Figure 3 — Quantities at absolute values of the intake diet, fecal output, intake and
fecal nitrogen.

NPC, non-protein control; EW, egg-white protein; RCm, raw C. mollis seeds; SRCm,
supplied raw C. mollis seeds; CCm, cooked C. mollis seeds; SCCm; supplied cooked C.

mollis seeds; Cra , egg-white protein plus purified lectin (Cra).
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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5. CONCLUSOES

1. O grupo de animais alimentados com dieta incorporada com 2% de Cra, apresentou

crescimento tdo bom quanto ao grupo alimentado com a dieta padréo.

2. Os parametros nutricionais, como digestibilidade, NPU e valor biolégico para a dieta
com farinha de sementes de C. mollis crua foram negativos, 0 que caracteriza sua
baixa digestibilidade; os demais grupos experimentais apresentaram valores positivos,

embora inferiores ao da dieta controle.

3. As dietas contendo farinha de sementes cruas ou cozidas de C. mollis e sua lectina e
NPC, induziram altera¢des de 6rgéos, caraterizadas por hipertrofia do intestino delgado

e grosso, estbmago, figado, rins, pancreas, coracéo e pulmao.



