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GENERAL ABSTRACT

WHEY PROTEIN CONCENTRATE SWEETENED WITH REBAUDIOSIDE A
AND EVALUATION OF ITS FUNCTIONAL PROPERTIES

INTRODUCTION: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni features, especially in its leaves,
diterpene glycosides with high sweetening power, among which stands out rebaudioside
A (RebA). This glycoside have a sweetening capacity up to 450 times greater than
sucrose, which arouses commercial interest for application in dietetic products.
Additionally, its antioxidant and insulinotropic properties can add functionality to foods
and beverages. There is now a significant share of the world population looking for
products with alternative sweeteners, especially diabetics and obese individuals.
Diabetes mellitus (DM), an endocrine disorder that affects millions of people
worldwide, causes a series of metabolic complications. The control or mitigation of
these complications involves complex treatments, and sources of natural antioxidants
and hypoglycemic agents have been considered important pharmacological adjuvants.
Whey protein concentrates contain heterogeneous proteins with properties that together
to those attributed to RebA, may represent an excellent dietary supplement for people
suffering from DM. We have developed a protein supplement obtained from whey by
membrane separation processes and sweetened with RebA. This supplement exhibited
excellent functional and nutritional properties in diabetic animals.

OBJECTIVE: To develop a protein concentrate from whey using membrane separation
processes. To determine the functional and nutritional properties of the protein
concentrate in diabetic animals.

MATERIALS AND METHODS: whey, provided by MILK FLORA (Florida/ PR),
was subjected to ultrafiltration with polyamide, diafiltration, nanofiltration and spray
drying in order to produce whey protein powder concentrates (CPS I and CPS II).
Rebaudioside A (RebA) was obtained by extraction, separation and purification of the
leaves of Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, Alvarez M1 clonal variety, cultivated in the
Center for Natural Products (NEPRON) of the State University of Maringa. CPS I and
CPS II were subjected to physicochemical and microbiological analyzes. The effects of
supplementation of CPS II sweetened with RebA (100 mg / kg bw) were evaluated in
male diabetic Wistar rats (streptozotocin, 40 mg/kg bw) over a period of 35 days. The
animals were divided into three experimental groups (n = 6 animals per group): 2
groups of diabetic animals, a control (DC) and other supplemented (DS), and one group
of normal non-diabetic control animals (NC). Fasting glucose in fed state and body
weight were measured weekly. At the end of the treatment the glicemic curve and
glucose tolerance were determined. It was also measured water and food intake by using
individual metabolic cages. The weight of the retroperitoneal and periepididimal, the
gastrocnemius and soleus muscles and the various body organs were compared among
the groups. Other biochemical parameters analized were plasma or serum glucose,
triglycerides, total cholesterol, fructosamine and the enzymes aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT), by means of automated analytical
techniques and specific reagents. The results were expressed as mean + standard error of
the mean and subjected to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test
(significance p < 0.05 %).



RESULTS AND DISCUSSION: The first concentrate CPS I obtained from whey by
means of ultrafiltration with a 10KD membrane, nanofiltration and reverse osmosis
(180D), followed by spray drying presented 58% of protein and 24% of lactose. The
CPS 1I developed from exhaustive nanofiltration of CPS I with a 500D membrane,
followed by spray drying , showed 74.3 % of protein and 17.3 % of lactose. The CPS II
sweetened with RebA (26 mg per 100g CPS II) had equivalent swetness to
commercially available products. Diabetic mice treated daily with CPS II sweetened
with RebA showed improvement of body weight gain and reduction of hyperglycemia,
plasma levels of fructosamine, triglycerides and total cholesterol.

CONCLUSIONS: CPS II sweetened with RebA presented important results regarding
its functionality. Therefore, it can be used as supplement for individuals with diabetes.
The RebA provided a great sweetness to the protein concentrate, which makes it an
good candidate for replacing artificial sweeteners currently used in this type of
supplement.

Key-words: Whey protein; membrane separation methods; redaudioside A; Dibetes
mellitus;
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RESUMO GERAL

RESUMO GERAL - OBTENCAO DE CONCENTRADO PROTEICO ADOCADO
COM REBAUDIOSIDEO A E AVALIACAO DE SUAS PROPRIEDADES
FUNCIONAIS

INTRODUCAO: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni apresenta, principalmente em suas
folhas, glicosideos diterpénicos com alto poder edulcorante, dentre os quais se destaca o
rebaudiosideo A (RebA). Este glicosideo pode apresentar capacidade edulcorante até
450 vezes maior que a sacarose, o que desperta interesse comercial, principalmente na
aplicagdo em produtos dietéticos. Além disso, suas propriedades antioxidantes e
insulinotrépicas podem acrescentar funcionalidade a alimentos e bebidas. Existe hoje
uma fatia expressiva da populagdo mundial que procuram por produtos com adogantes
alternativos, em especial os individuos diabéticos e obesos. O Diabetes mellitus (DM) ¢
um distarbio endocrino que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo e acarreta uma
séric de complicagdes de ordem metabolica. O controle ou atenuagdo dessas
complicagdes envolvem tratamentos complexos, sendo que fontes de agentes
hipoglicemiantes e antioxidantes naturais tém sido considerados importantes adjuvantes.
Os concentrados proteicos produzidos a partir do soro do leite possuem um grupo
heterogéneo de proteinas que possuem propriedades que, somadas aquelas atribuidas ao
RebA, podem representar um excelente suplemento alimentar para pessoas portadoras
de DM. Neste trabalho foi desenvolvido um suplemento proteico obtido a partir do soro
do leite, por processos de separacdo por membranas e adocado com RebA que
apresentou excelentes propriedades nutricionais e funcionais em animais diabéticos.

OBJETIVO: Desenvolver um concentrado proteico a partir do soro do leite, utilizando
processos de separacdo por membranas e determinar as propriedades nutricionais e
funcionais do concentrado obtido em animais diabéticos.

MATERIAIS E METODOS: O soro do leite, fornecido pelo laticinio FLORA MILK,
da cidade de Florida/PR, foi submetido a processos de ultrafiltragdo de poliamida,
diafiltragdo, nanofiltracdo e secagem em spray dryer para a obtengdo dos concentrados
proteicos de soro de leite (CPS I e CPS II). O rebaudiosideo A (RebA) foi obtido
através da extragdo, separacdo e purificagdo das folhas de Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni, da variedade clonal M1 Alvarez, cultivada no Nucleo de Produtos Naturais
(NEPRON) da Universidade Estadual de Maringd. CPS I e CPS II foram submetidos a
analises fisico-quimicas e microbiologicas. Os efeitos da suplementacdo de CPS II
adocado com RebA (100 mg/kg p.c) foram avaliados em ratos machos Wistar diabéticos
(estreptozotocina, 40 mg/ kg p.c.). Foram estabelecidos trés grupos experimentais (n = 6
animais por grupo): dois de animais diabéticos, sendo um controle (DC) e outro
suplementado (DS), e um grupo de animais normais (nfo-diabéticos) controle (NC). A
suplementag@o ocorreu por um periodo de 35 dias. Nos trés grupos foram avaliados os
parametros semanais de glicemia de jejum, glicemia no estado alimentado ¢ do peso
corporal. Ao final do tratamento foi determinada a curva glicémica e a tolerancia a
glicose e, com o auxilio de gaiolas metabolicas individuais, foram obtidos dados da
ingestdo alimentar e hidrica. O peso das gorduras retroperitoneais e periepididimais,
dos musculos gastrocnémio e séleo e de diversos 6rgdos foram comparados, além dos
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valores plasmaticos ou séricos de glicose, triglicérides, colesterol total, frutosamina e
das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
obtidos por meio de técnicas analiticas automatizadas e reagentes especificos. Os
resultados, expressos como média + erro padrdo da média, foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey (significancia quando p<0,05%).

RESULTADOS E DISCUSSAO: O primeiro concentrado produzido CPS I, obtido a
partir do soro do leite por meio dos processos de ultrafiltragio em membrana de 10kD e
concentracdo em sistema de nanofiltracdo em osmose reversa (180D), seguido de
secagem em spray dryer apresentou teor de proteinas de 58% e lactose de 24% . O CPS
IT desenvolvido a partir de nanofiltragdo exaustiva de CPS I em membrana de 500D,
seguida de secagem em spray dryer, apresentou 74,3% de proteinas e 17,3% de lactose.
O CPS 1II adogado com RebA, na propor¢do de 26mg para cada 100g de CPS II,
apresentou dulgor equivalente aos produtos disponiveis comercialmente. Os efeitos da
suplementagdo diaria de CPS II adogado com RebA em ratos diabéticos melhorou o
ganho de peso corporal, reduziu a hiperglicemia, os niveis plasmaticos de frutosamina,
triglicérides e colesterol total.

CONCLUSOES: o CPS II adogado com RebA apresentou importantes resultados em
relacdo a sua funcionalidade e pode ser um importante suplemento para individuos
portadores de diabetes. O RebA promoveu excelente dulgor ao concentrado, sendo uma
opcdo para a substituicdo dos edulcorantes artificiais atualmente utilizados nesse tipo de
suplemento.

Palavras-chaves: Concentrado protéico do soro do leite; métodos de separagdo por
membranas; redaudiosideo A; Dibetes mellitus;
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ABSTRACT

Whey protein powder concentrate with 58% of protein and 24% of lactose (CPS I) was
obtained from whey by membrane separation processes. Whey was submitted to
ultrafiltration with a 10k Dalton membrane, concentration in reverse 0SMmosis
nanofiltration (180Daltons), followed by spray drying. Exhaustive nanofiltration of CPS
I with a 500 Dalton membrane, followed by spray drying generated CPS II with 74.3 %
of protein and 17.3 % of lactose. The CPS II sweetened with rebaudioside A (26mg
RebA/100g CPS II) had sweetness equivalent to commercially available products with
sucralose. Effects of daily supplementation of CPS II sweetened with RebA (100 mg/kg
bw; gavage) were evaluated in diabetic Wistar rats induced by streptozotocin (40 mg/kg
bw, iv) for 35 days. The results showed that supplementation improved body weight
gain, hyperglycemia and reduced plasma levels of fructosamine, triglycerides and total

cholesterol in diabetic rats.
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RESUMO

Concentrado protéico de soro de leite na forma de p6 (CPS I), com teor de proteinas de
58% e lactose de 24%, foi obtido a partir do soro do leite por meio de processos de
separagdo por membranas; ultrafiltracio em membrana de 10kDaltons e concentragdo
em sistema de nanofiltracdo em osmose reversa (180Daltons), seguido de secagem em
spray dryer. Nanofiltragdo exaustiva de CPS I em membrana de 500Daltons, seguida de
secagem em spray dryer, gerou CPS II, com 74,3% de proteinas e 17,3% de lactose. O
CPS II foi adogado com rebaudiosideo A (26mg de RebA/100g de CPS II) e apresentou
dulcor equivalente a produtos disponiveis comercialmente adogados com sucralose.
Efeitos da suplementagdo diaria de CPS II adogado com o RebA (100mg/ kg p.c; sonda
esofagica) foram avaliados em ratos Wistar machos, diabéticos induzidos por
estreptozotocina (40 mg/kg p.c, i.v), por um periodo de 35 dias. Os resultados
mostraram que a suplementacdo melhorou o ganho de peso corporal, reduziu a
hiperglicemia e os niveis plasmaticos de frutosamina, triglicérides e colesterol total de

ratos diabéticos.
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INTRODUCAO

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, planta da familia Asteraceae, é nativa do
Paraguai e é cultivada em muitos paises, incluindo o Brasil, Argentina, Japdo, Estados
Unidos e paises europeus.” Tem importancia na industria de alimentos por apresentar,
principalmente em suas folhas, glicosideos diterpénicos com alto poder edulcorante,
dentre os quais se destacam o esteveosideo e o rebaudiosideo A (RebA). Estes
glicosideos podem apresentar capacidade edulcorante até 450 vezes maior que a

sacarose,(3’4)

o que desperta interesse comercial, principalmente na aplicacdo de
alimentos e bebidas.

No Brasil, o Nucleo de Estudos em Produtos Naturais (NEPRON) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), apresenta uma cole¢@o de plantas de estévia
com diferentes perfis na composi¢do de glicosideos de esteviol. Destacam-se as
variedades clonais Stevia UEM-320 e a M1 Alvarez que possuem altos teores de RebA.

O RebA ¢ mais estavel, mais soluvel, apresenta menor residual amargo(s) e,
portanto melhor perfil sensorial que o esteviosideo.®’ Sua estrutura ¢ formada por quatro
unidades de B-D-glucopiranose ligados a aglicona de esteviol.®

As caracteristicas do RebA, e a procura por alimentos menos caloricos,
impulsionaram o desenvolvimento de produtos alimenticios com este glicosideo. Além
disso, suas propriedades antioxidantes e insulinotropicas podem acrescentar
funcionalidade a alimentos e bebidas.”-®

Existe hoje uma fatia expressiva da populagdo mundial que ndo pode consumir
sacarose e que procuram por produtos com adogantes alternativos. Em especial estdo os

individuos diabéticos. O Diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico endocrino

que atinge mais de 370 milhdes de pessoas em todo o mundo.” Os paises que
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apresentam maiores numeros de portadores sdo China, india, Estados Unidos e Brasil.”
A etiopatogenia do diabetes envolve disturbios na secre¢do de insulina, os quais
acarretam uma série de complicagdes de ordem metabdlica no individuo portador.!”
Essas podem ser cronicas (hiperglicemia, perda de peso e glicosuria), agudas
(cetoacidose diabética, alteragdes macrovasculares doencas coronarianas, vasculares
cerebrais e periféricas), microvasculares (faléncia renal e cegueira) e complicacdes
neuropaticas). 1%

Para que haja controle e atenuagdo nessas complicagdes, os pacientes sdo
submetidos a tratamentos relativamente complexos. S3o necessarias dietas especiais,
com o consumo de produtos dietéticos com propriedades nutricionais e funcionais,
monitoramento da glicemia, exercicios fisicos e o uso de insulina e/ou hipoglicemiantes
orais. Sendo assim, fontes de agentes hipoglicemiantes e antioxidantes naturais sdo
importantes adjuvantes no tratamento. (10)

O soro do leite é definido como um subproduto da indudstria de laticinios.
Representa a porgdo aquosa do leite que se separa do coagulo durante o processamento
de queijos, na produgdo de caseina e de outros produtos laticinios. E composto
basicamente por agua (94 a 95 %), lactose (3,8 a 4,2%), proteinas (0,8 a 1%) e minerais
(0,7 a 0,8%).!V

O soro, se tratado como rejeito, provoca um enorme efeito poluidor quando
descartado em cursos d’agua."* ' O tratamento adequado desse subproduto apresenta
custos elevados, por isso as industrias procuram maneiras de reutiliza-lo e agregar valor
ao mesmo. E possivel reaproveiti-lo principalmente na produgdo de concentrados
proteicos do soro (CPS) e isolados proteicos do soro (IPS).

Os CPS, produtos conhecidos como Whey protein, apresentam taxas de proteinas

entre 35 ¢ 80%."" Sdo suplementos consumidos principalmente por atletas que
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objetivam o ganho de massa muscular, por obesos, no tratamento da obesidade
associada a exercicios fisicos, por diabéticos e pré-diabéticos, no tratamento e na
prevengdo de distirbios metabolicos e por individuos que objetivam aumentar o ganho
de proteinas pelo organismo. A quantidade de carboidratos presente varia muito, sendo
que a procura ¢, geralmente, pelo de menor teor, principalmente quando o publico alvo
¢ diabético ou obeso.

Os CPS s@o constituidos por um grupo heterogéneo de proteinas sendo que a [3-
lactoglobulina e a a-lactoalbumina estdo presentes em maior abundéancia. Proteose
peptona, imunoglobulinas, albumina sérica bovina, lactoferrina e lactoperoxidase
também estdo presentes em menores concentragdes. Tais proteinas contém a grande
maioria dos aminoacidos essenciais ao ser humano. Também estd presente o
glicomacropeptideo, peptideo que ¢ fonte de uma cadeia ramificada de aminoacidos
(BCAAs)."¥

Essas proteinas possuem atividades imunomoduladoras, antimicrobianas e
antivirais, atividade anticancer, antiulcera, protecdo do sistema cardiovascular,
beneficios a atividade esportiva e tém potencial antioxidante."> '* 1% 17 Além disso,
possuem propriedades que aumentam a digestibilidade e a funcionalidade de alimentos
elevando a solubilidade e atuando como emulsificantes.'"

A suplementag@o com proteinas do soro do leite possui efeitos insulinotrdpicos,

(14, 18 1(14, 19)

) ganho da massa muscular, diminui¢io da gordura corpora efeitos
adjuvantes na cicatrizagdo, aumento da resposta imune, atuam na eliminagdo de

. . - - e (20,21, 22 o ~
patégenos e toxinas e ainda diminuem o estresse oxidativo.?" 2"+ *» Porém ainda sdo

necessarios novos estudos que avaliem maiores propriedades dessas proteinas, seus

mecanismos de a¢do e formas de adicioné-las a alimentagdo humana.
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Os CPS podem ser obtidos por processos de separagdo fisica das micelas de
caseina utilizando métodos de separacdo por membranas."'® Esses processos incluem
membranas porosas, com diferentes pesos moleculares e dimensdes, que resultam em
diferentes tipos de CPS. O crescente numero de estudos comprovando as excelentes
propriedades de suas proteinas impulsiona pesquisas por novas tecnologias que
apresentem métodos mais eficazes de obtencao.

Os processos que utilizam membranas t€ém a seletividade definida pela relagdo
de tamanho entre as espécies presentes e os poros da membrana e, sdo regidos pelo
gradiente de pressdo através dela. A concentracdo de proteinas a partir do soro do leite
por ultrafiltracdo (UF) pode ser intensificada e produzir resultados melhores quando ¢
seguida de diafiltracdo (DF) para a obten¢do do produto final.'V

A obtengdo do CPS por técnicas de separacdo por membranas tem-se mostrado
atrativa, pois se realiza com um menor consumo de energia, pode ser feita sem a adigéo
de insumos quimicos, ndo € agressiva sob o ponto de vista ambiental e pode ser operada
utilizando temperaturas e pressdo mais amenas.>*

Devido a variagdes dessas técnicas pesquisas visam evitar problemas de
processo como o entupimento dos poros das membranas, a formacdo de espumas, a
ocorréncia do chamado fouling (acimulo de particulas indesejaveis que pode danificar a
superficie da membrana), problemas de seletividade e com o fator ideal de
concentracio.

Nesse contexto, alimentos com propriedades funcionais, além das nutricionais,
que possam atuar eficientemente na prevencdo e no tratamento de muitas doengas e que
atendam aos novos conceitos industriais, agregando aos produtos questdes como
sustentabilidade e conservacdo do meio ambiente, somam as principais caracteristicas

procuradas pelos consumidores atuais. Isto tem produzido forte impacto nas industrias
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de alimentos e de bebidas, que tem buscado o desenvolvimento de produtos que
atendam tais exigéncias de mercado.

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um suplemento
proteico obtido a partir do soro do leite, por processos de separagdo por membranas e
adocado com RebA que, por suas propriedades antioxidantes e insulinotropicas pode
enriquecer as propriedades nutricionais e funcionais dos CPS. Além disso, que esse
suplemento pudesse ser utilizado sem restrigdes por pessoas diabéticas, e que

apresentasse propriedades benéficas para o controle metabdlico desses pacientes.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DO CONCENTRADO PROTEICO A PARTIR DO SORO DO

LEITE (CPS)

Materiais

O soro do leite foi fornecido pelo laticinio FLORA MILK, da cidade de
Florida/PR. Na Unidade Piloto de Extracdo do NEPRON, da UEM, foram realizados
todos os processos para a obtengdo do concentrado em po. Esses incluem as etapas de
ultrafiltracdo (UF), diafiltra¢do (DF), nanofiltracdo (NF) e secagem em spray dryer.

O rebaudiosideo A (RebA) foi obtido através da extragdo, separagdo e
purificacdo das folhas de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, da variedade clonal M1

Alvarez cultivada no NEPRON.
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Equipamentos

A ultrafiltragdo e a diafiltragdo foi realizada em um sistema com duas
membranas filtrantes (cut off de 10kD) de poliestersulfona, marca Koch, em
configuragfo espiral, composta em paralelo perfazendo uma area de 3,5m’.

A nanofiltra¢do foi realizada em sistema de osmose reversa, composto por duas
membranas de cut off de massa molecular 180D (Koch) e 500D (Millipore), em
configuracdo espiral dispostas em série, com érea total de 3,5m’ e 0,3 m’

respectivamente. Ambas as membranas utilizadas sdo de poliamida. A secagem do CPS

foi realizada em um atomizador spray dryer, marca Biichi, modelo B-191.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais dos concentrados proteicos produzidos foi

realizada no laboratorio de alimentos e agua (CCE/Departamento de Quimica) da

Universidade Estadual de Maringa. A analise foi determinada segundo metodologia da

AOAC 16* Edi¢do.??

Lactose

A concentrag@o de lactose foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia por meio de um cromatdgrafo liquido (Marca Gilson, modelo 307) acoplado

a um detector de Indice de Refracdo e coluna de NH, 5u de dimensdes 150 x 4,6mm.
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Lipideos totais

A concentragdo de lipideos totais realizada no laboratorio de alimentos e dgua
(CCE/Departamento de Quimica) da Universidade Estadual de Maringa. A analise foi

determinada segundo metodologia da AOAC 16* Edi¢do.?

Residuo Mineral fixo (Cinzas)

Todas as andlises foram feitas em triplicata e seguiram a metodologia do
Instituto Adolfo Lutz, 2005%> de métodos quimicos e fisicos para analises de alimentos.

Os experimentos foram realizados no laboratério do NEPRON.

Teor de sélidos soluveis (° Brix) e pH (%)

Esses parametros foram avaliados no laboratério do NEPRON. Todas as analises
foram feitas em triplicata e seguiram a metodologia do Instituto Adolfo Lutz, 2005%

de métodos quimicos e fisicos para analises de alimentos.

AVALIACOES MICROBIOLOGICAS

As andlises foram realizadas segundo a metodologia proposta do
FDA/Bacteriologycal Analytical Manual 8th Edition, 1995%% e as recomendagdes da
legislagdo brasileira estabelecida pela RDC n°12/2001 da ANVISA,*” para cada tipo de
alimento. Foram avaliados coliformes a 45°C, Salmonella sp e Staphylococcus

coagulase positiva.
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FORMULACAO DO CONCENTRADO PROTEICO ADOCADO COM REBA

O CPS II foi adogado com RebA por meio de testes sensoriais com 15
provadores treinados. O teste foi realizado no NEPRON e foi baseado em equivaléncia

de dulgor entre RebA e sucralose.

AVALIACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS EM ANIMAIS

DIABETICOS

Animais Experimentais

Todos os procedimentos realizados neste trabalho atendem plenamente aos
principios éticos da experimentagdo animal, elaborados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA e foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no
Uso de Animais em Experimenta¢do da UEM (Parecer 120/2013).

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 50 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da UEM. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas nas seguintes condigdes: temperatura de 24°C, fotoperiodo de 12
horas claro/12 horas escuro, dgua e ra¢do ad libitum (Nuvilab® - Colombo - PR) e
acondicionados em gaiolas coletivas (46 X 24 X 20 cm), 5 animais por gaiola, ou em

gaiolas metabolicas individuais.

Inducio do Diabetes
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Os animais, em jejum noturno de 12 horas, receberam uma unica aplicagdo
intravenosa de estreptozotocina (Sigma; 40mg/kg p.c.) dissolvida em tampéo citrato
(0,05M; pH 4.,5), ficando, em seguida, por mais quatro horas em jejum. Apds trés dias
da indu¢do do diabetes foram selecionados os animais que apresentaram glicemia de

jejum igual ou superior a 140 mg/dL.

Grupos experimentais

Foram estabelecidos trés grupos experimentais (n=6 para cada grupo): dois de
animais diabéticos, sendo um controle (DC) e outro suplementado (DS), e um grupo de
animais normais (ndo-diabéticos) controle (NC). Os valores da glicemia de jejum, da
glicemia no estado alimentado e do peso corporal, registrados no terceiro dia apos a
inducdo do diabetes, foram utilizados para a separacdo dos animais diabéticos em dois

grupos homogéneos com relagdo ao grau de diabetes instalado.

Suplementac¢io com o concentrado proteico ado¢ado com RebA

O grupo DS recebeu por via oral, através de sonda esofagica, o concentrado
proteico CPS II (100mg / kg de peso corporal/ dia) adogado com o RebA (0,026mg de
RebA/100mg de CPS II diluido em agua), sempre no mesmo horério (07:30 hs), por um
periodo de 35 dias. Os animais dos grupos DC e NC passaram pelo mesmo
procedimento, mas receberam apenas dgua. A quantidade de proteina utilizada na
suplementagdo do grupo DS foi estabelecida segundo estudos realizados por outros
autores.? 2: 2 A quantidade de RebA foi estabelecida através de testes sensoriais de

equivaléncia de dulgor com a sucralose.
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Parametros avaliados

Semanalmente, foram registrados o peso corporal, a glicemia de jejum e no
estado alimentado. A glicemia no estado alimentado foi obtida em amostras de sangue
colhidas as 8 horas da manha, tendo os animais livre acesso ao alimento durante toda a
noite. Apds tal procedimento, os animais permaneceram em jejum de 8 horas e nova
coleta foi realizada as 17 horas e permitiu a determinagéo da glicemia de jejum. Ao final
do tratamento, foi determinada a curva glicémica e os animais foram submetidos ao
teste de tolerancia a glicose (GTT). Todas as coletas de sangue foram realizadas por
pungdo caudal e os valores de glicemia determinados por meio de um glicosimetro
(marca MediSense Optium).

Para a determinacdo da curva glicémica de 12 horas, foram colhidas amostras de
sangue dos animais em estado de jejum (tempo Oh) e, em seguida os animais foram
alimentados. Novas amostras de sangue foram colhidas as 2, 4 e 12 horas apds esse
fornecimento de alimento.

Para o teste oral de tolerdncia a glicose os animais foram deixados em jejum
noturno de 12 horas e, ap6s a determinagdo da glicemia no tempo zero, receberam uma
sobrecarga de glicose via oral (1,0 g/kg p.c.) e novas amostras de sangue foram colhidas
nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.

Com o auxilio de gaiolas metabodlicas individuais foram obtidos, ao final do
tratamento, os dados da ingestdo alimentar e hidrica.

No dia da eutandsia, os animais (jejum noturno de 12 horas) foram anestesiados
com tiopental sddico (40 mg/kg de p.c, via i.p), submetidos a laparotomia mediana e

amostras de sangue foram colhidas através da veia cava inferior e transferidas para
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tubos para obtengdo de amostras de soro e plasma. Tais amostras ficaram armazenadas
a -20°C e utilizadas posteriormente para dosagens bioquimicas.

Para eutanasia foi realizada uma sobrecarga do mesmo anestésico e, logo em
seguida, fossem retirados e pesados as gorduras retroperitoneais e periepididimais, os
musculos gastrocnémio e soéleo, os testiculos, as vesiculas seminais, os rins, o figado e o
bago.

Os valores plasmaticos de glicose, colesterol total, triglicérides e da frutosamina
e os valores séricos de AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanina
aminotransferase) foram quantificados através de técnicas analiticas automatizadas,
utilizando o espectofotdmetro da marca Bioplus2000® e reagentes especificos da marca

Gold Analisa®.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey (nivel de
significancia estabelecido em p<0,05). Foi utilizado o programa estatistico SAS

(Statistical Analysis System) 2006, versdo 9.1 e o programa GraphPad Prism 3. 0",
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RESULTADOS

OBTENCOES DOS CONCENTRADOS PROTEICOS CPS e CPS II

Obtencao do CPS 1

Um lote de mil litros de soro de leite bovino, produzido pelo Laticinio Flora
Milk, da cidade de Florida (PR), foi fornecido ao NEPRON pasteurizado e desnatado.
Os teores iniciais de proteinas e °Brix mediram respectivamente 0,5% e 6°. A Tabela 1
mostra as condi¢des estabelecidas para a realizagdo da etapa de concentracdo das
proteinas do soro de leite por ultrafiltragdo (UF). Ao final desse processo obtivemos o
concentrado CPS e o permeado, que foi descartado. O volume de concentrado obtido foi

de 150 litros (9°Brix).

Tabela 1. Ultrafiltracdo (concentra¢do) do soro do leite

Vol. de soro Temperatu Pressao Vazao Vol. Final
(L) ra (°C) (kgf/cm?) (L/h.) do CPS (L)
UF 1000 35 2,5 120 150

Na diafiltragdo (DF), etapa seguinte a ultrafiltragdo do soro, foi adicionado um
volume de 400 litros de agua destilada ao sistema, com o objetivo de promover a
recirculacdo de particulas e aumentar a concentracdo e purificacdo das proteinas. Apos
esse processo, foi realizada a nanofiltracdo (NF) e, por fim, a secagem. Dessa forma
obtivemos o CPS I. As Tabelas 2 ¢ 3 ilustram esses processos.

A secagem foi realizada com 20L de concentrado, sendo que 30L foram

acondicionados e armazenados no freezer.
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Tabela 2. Obtengdo do CPS I

Vol. inicial Pressao Vazao (L/h) Vol Final de ° Brix
de CPS (L) (kgf/cm?) CPSI(L)
DF 150+400" 3,0 90 140 7
NF 140 14,05 50 50 7

“400L de 4gua destilada adicionados.

Tabela 3. Secagem em spray dryer do CPS 1

Etapa Vol. de CPS I (L) Temperatura (°C) Massa obtida (g)

Secagem 20 120 800

Analises fisico-quimicas do CPS I

A Tabela 4 apresenta os resultados das andlises fisico-quimicas do CPS I. O
concentrado produzido apresentou taxa de 58% de proteinas. Tal porcentagem
enquadra-o na categoria de concentrados proteicos. Porém o teor de lactose, principal
carboidrato presente foi relativamente alto, 24%. Sendo assim foi realizada uma nova
etapa de concentragdo com o objetivo de aumentar a taxa de proteinas e reduzir o teor

de lactose.

Tabela 4. Analises fisico-quimicas do CPS I

g/100 g de CPS 1
Proteinas Totais 58 +£0,01
Lactose 24 + 0,01
Lipideos Totais 8,1 +0,01
Residuo Mineral fixo (Cinzas) 0,96 + 0,01

Dados expressam a média = E.P.M.
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Obtencao do CPS 11

Com o objetivo de obter um concentrado com maior teor de proteinas € menor
teor de lactose, uma amostra de CPS I foi nanofiltrada (membrana de poliamida de
500D) e diafiltrada, gerando o CPS II. A Tabela 5 mostra as condigdes as quais o

processo de nanofiltragdo foi realizado.

Tabela 5. Processo de NF do CPS 11

Vol. Inicial de Pressao Vazio Vol. Final de
CPS (L) (kgf/cm?) (ml/min) CPS I (L)
NF 4 5,25 84 2

Foram realizados 15 ciclos de DFs (a quente - 35°C) com adi¢do de 2 litros de
agua destilada em cada um deles. Ao final, coletamos o CPS II para a realizacdo do
processo de secagem. O °Brix e o pH do CPS II foram de 20 e 6,5 respectivamente.

O processo de secagem, em spray dryer, foi realizado com 600 ml de CPS II. As
condi¢des e os resultados do processo estdo ilustrados na Tabela 6. Esse concentrado
(CPS 10) foi utilizado para os experimentos fisiologicos e funcionais que avaliaram seus

efeitos em ratos diabéticos induzidos.

Tabela 6. Processo de Secagem do CPS Il em spray dryer

Vol. de CPSII (L) Temperatura (°C) Massa seca (g)

0,6 105 60
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Analises fisico-quimicas CPS II

O CPS 1II obtido por meio do processo de nanofiltragdo e diafiltracdo do CPS 1,

apresentou teor protéico de 74,3% e teor de lactose de 17,3% (Tabela 7).

Tabela 7. Analises fisico-quimicas de CPS II

g/100g de concentrado
Proteinas Totais 74,3 £ 0,03
Lactose 17,3 +£0,05
Lipideos Totais 5,16+ 0,01
Residuo mineral fixo (Cinzas) 0,76 £ 0,01

Dados expressam a média + E.P.M.

Avaliacées Microbiologicas

A Tabela 8 evidencia que as técnicas de processamento e obteng¢do do CPS II

estdo de acordo com os padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira vigente.

Tabela 8. Avaliagdes microbiologicas do CPS 11

CPS 11
Coliformes a 45°C (NMP. g™ <3
Staphylococcus coagulase positivo (UFC. g™) <1x10?
Salmonella spp Auséncia

Formulacio de CPS II com RebA

Através de experimentos realizados neste laboratdrio, baseados em equivaléncia



29

de dulcor, o concentrado proteico (CPS II) foi adogado com 26mg de RebA/100g de

CPS 1L

AVALIACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS EM ANIMAIS

DIABETICOS

Peso corporal

A Figura 1 apresenta a evolucdo do peso corporal dos trés grupos de animais
experimentais. Um dos pardmetros utilizados para separar os grupos DC e DS foi o peso
corporal, de modo que antes de iniciar o tratamento os animais diabéticos de ambos os
grupos apresentavam pesos semelhantes. Os animais do grupo DC, conforme ja
esperado para este modelo experimental, ganharam significativamente menos peso
quando comparado com os animais do grupo NC. Os animais do grupo DS, no entanto,
ganharam significativamente mais peso que o grupo DC, apresentando valores proximos
ao do grupo NC. Portanto, a suplementagéo foi eficiente em melhorar o ganho de peso
corporal no grupo DS, como pode ser constatado também pelos valores de ASC (area

sob a curva) demonstrados no detalhe da Figura 1.
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Area sob a curva
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Figura 1. Efeito da suplementa¢iio com CPS II adocado com RebA na evolugdo do peso corporal de
ratos diabéticos. No detalhe area sob a curva (ASC). DS = Diabéticos suplementados; DC =
Diabéticos controles; NC = Normais controles. Dados expressam a média + E.P.M. *p<0,05 para

comparagdo com DS e DC.

Glicemia semanal - Variacio da glicemia de jejum ao longo dos dias de

suplementacio

Os dados da glicemia de jejum obtidos semanalmente sdo mostrados na Figura 2.
Observa-se que os animais diabéticos, de ambos os grupos experimentais, apresentaram
valores significativamente maiores quando comparados com os animais do grupo NC.
Percebe-se que apds 21 dias de suplementagdo os ratos diabéticos do grupo DS
passaram a apresentar valores menores de glicemia, com diferengas estatisticamente
significativas a partir de 28 dias de suplementacdo, em relagdo ao grupo DC. No

detalhe da figura estdo demonstrados os valores de ASC, que comprovam o quadro de
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hiperglicemia dos animais diabéticos e, apesar dos valores menores para o grupo DS,

esses ndo foram estatisticamente diferentes do grupo DC.
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Figura 2. Efeito da suplementagdo com CPS II adogado com Reb A na glicemia de jejum de ratos
diabéticos No detalhe area sob a curva (ASC). DS = Diabéticos suplementados; DC = Diabéticos
controles; NC = normais controles. Dados expressam a média + E.P.M. *p<0,05 para comparagéo

com DS e DC; **p<0,05 em compara¢do com DC.

Glicemia semanal - Variacao da glicemia no estado alimentado ao longo dos dias

de suplementacio

A Figura 3 mostra a glicemia dos animais no estado alimentado e, no detalhe, os
valores de ASC. Verifica-se que, em todos os dias avaliados, os grupos de animais
diabéticos apresentaram valores glicémicos significativamente maiores que o grupo NC,
caracterizando, mais uma vez, o quadro hiperglicémico daqueles animais. Os animais do

grupo DS apresentaram sempre valores glicémicos inferiores aos animais do grupo DC,
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sendo que no 14° dia de suplementagdo tais diferengas foram significativas. Apesar dos
valores verificados nos outros pontos ndo diferirem significativamente, a redugdo da
glicemia no estado alimentado causado pela suplementacdo foi suficiente para reduzir

significativamente os valores de ASC.
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Figura 3. Efeito da suplementagdo com CPS Il adogado com Reb A na glicemia no estado alimentado
de ratos diabéticos. No detalhe area sob a curva (ASC). DS = Diabéticos suplementados; DC =
Diabéticos controles; NC = normais controles. Dados expressam a média + E.P.M. *p<0,05 para

comparagdo com DS e DC; # p<0,05 em comparagdo com DC; **p<0,05 em comparagdo com DC.

Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Os valores de glicemia observados durante o GTT oral estdo representados na
Figura 4. Verificam-se respostas alteradas dos grupos de animais diabéticos (DC e DS)
comparados com animais ndo diabéticos (NC). O efeito benéfico da suplementagdo foi

observado, pois todos os valores de glicemia registrados durante o teste foram inferiores
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no grupo DS quando comparados com o grupo DC, com diferengas estatisticas nos
tempos 0, 15 e 30 minutos. Os valores de ASC, evidenciados no detalhe da Figura
mostram diferengas significativas apenas entre os grupos de animais diabéticos e o
grupo NC; o grupo DS apesar dos valores menores de ASC, ndo diferiu

significativamente dos valores encontrados para o grupo DC.
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Figura 4. Efeito da suplementagdo com CPS II adogado com Reb A no teste oral de tolerancia a
glicose (1 g/kg p.c) em ratos diabéticos No detalhe area sob a curva (ASC). DS = Diabéticos
suplementados; DC = Diabéticos controles; NC = normais controles. Dados expressam a média +

E.P.M. *p<0,05 para comparagdo com DS e DC; **p<0,05 em comparacdo com DC.

Curva glicémica

A Figura 5 mostra a curva glicémica dos grupos DS, DC e NC. Percebe-se que
os animais do grupo NC apresentaram pouca variacdo nos valores glicémicos
registrados nos diferentes hordrios, com pequena elevagcdo apds a oferta de ragdo.
Outras pequenas elevagdes na glicemia devem ter ocorrido durante o intervalo de tempo

em que ndo foram realizadas avaliagdes, ou seja, entre 4 e 12 horas ap6s o fornecimento
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de alimento, visto que tais animais apresentam habitos noturnos. Independente desse
fato ¢ importante assinalar que néo sé a glicemia de jejum, mas também a glicemia no
estado alimentado, registrada 2, 4 ¢ 12 horas apdés o fornecimento de alimento
(considerados pods-prandiais) estavam dentro de intervalos normais, mostrando o bom
controle metabolico de tais ratos. Ja nos animais diabéticos, tanto do grupo DC como do
grupo DS, os valores glicémicos estavam, em todos os horarios registrados,
significativamente elevados. A suplementacdo com CPS II possibilitou melhora no
controle metabolico, com redugdes significativas na glicemia registrada nos dois
primeiro horarios (2 e 4 horas). Os valores de ASC (detalhe da figura), no entanto,

apesar de menores no grupo DS, ndo diferiu significativamente do grupo DC.
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Figura 5. Efeito da suplementagido com CPS II adogado com Reb A na curva glicémica de ratos
diabéticos No detalhe area sob a curva (ASC). DS = Diabéticos suplementados; DC = Diabéticos
controles; NC = normais controles. Dados expressam a média £ E.P.M. *p<0,05 para

comparagdo com DS e DC; **p<0,05 em comparagdo com DC.
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Ingestao Alimentar e Hidrica

A Tabela 9 mostra os resultados de ingestdo alimentar e hidrica no periodo de 24
horas. A ingestdo alimentar foi semelhante nos trés grupos experimentais. A ingestdo
hidrica foi significativamente maior nos grupos de animais diabéticos, quando
comparados com os animais normais, caracterizando naqueles o quadro de polidipsia.
Nao foram observados efeitos significativos da suplementagdo com CPS II adogcado

com RebA em tal parametro.

Tabela 9. Efeito da suplementagdo com CPS II adogado com RebA na ingestio

alimentar (IA) e na ingestdo hidrica (IH) de ratos diabéticos.

DS DC NC
IA (g/dia) 39,03+ 1,11 3792+ 1,11 36,92+ 1,11
IH (ml/dia) 78,67 £1,90 79,33 £ 1,90 30,33 + 1,90%

DS = Diabéticos suplementados. DC = Diabéticos controles. NC = normais controles. Dados expressam a

média + E.P.M. *p<0,05 em relag@o aos grupos DS e DC.

Dosagens bioquimicas

Na Tabela 10 estdo os resultados referentes aos parametros bioquimicos
avaliados em amostras de plasma ou soro colhidas ao final do tratamento. Os valores de
glicemia de jejum estavam significativamente mais elevados no grupo de animais
diabéticos quando comparados com o grupo NC. A suplementagdo, confirmando outros
resultados mencionados, reduziu significativamente a hiperglicemia, refletindo

beneficamente nos valores de frutosamina, que foram significativamente menores no
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grupo DS em comparag¢do com o grupo DC e muito préximos dos valores registrados
nos animais do grupo NC. Outro efeito benéfico da suplementac¢do foi a reduc¢do no
colesterol total e dos triglicérides plasmaticos. Os valores de AST e ALT néo diferiram

estatisticamente entre os grupos DC e DS.

Tabela 10. Efeito da suplementagdo com CPS II adogado com RebA nos valores
plasmaticos de glicose, frutosamina, colesterol total e triglicérides e nos valores séricos

de AST e ALT de ratos diabéticos.

DS DC NC
Glicemia (mg/dL) 129.88 + 4,78 153,54 +3217 96,63 0,68
TGP ou ALT (U/L) 1,96 + 0,71 3,82+ 1,02 6,81+ 0,13
TGO ou AST (U/L) 37,21 +2,17 35,50 2,36 17,13 £ 0,82
Colesterol total (mg/dL) 84,00 + 2,72 92,87 +2,93" 71,00+ 1,01°
Triacilgricerois (mg/dL) 38,25 + 2,09 46,75+2,02"  54,83+0,83"
Frutosamina (mmol/L) 1,03 + 0,03 1,27 +0,14" 1,00 + 0,01

DS = Diabéticos suplementados. DC = Diabéticos controles. NC = normais controles. Dados expressam a

média + E.P.M. *p<0,05 para comparacdo com DS e DC; **p<0,05 em compara¢do com DS.

Peso de orgaos e tecidos

O peso do tecido adiposo periepididimal, dos musculos gastrocnémio e séleo,
dos rins, do figado, das vesiculas seminais e dos testiculos ndo diferiram
significativamente entre os grupos DC e DS, tanto na comparagdo dos valores
absolutos como relativos (por 100g p.c.) (dados ndo mostrados). Diferencas
significativas foram registradas no peso das gorduras retroperitoniais, tendo a
suplementac¢do causado redugdo da adiposidade (1,00 £+ 0,09g) quando comparado com

ratos diabéticos controle (1,45 + 0,09g).
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DISCUSSAO

O presente estudo investigou a producdo de concentrados proteicos do soro de
leite (CPS) por meio de processos de separagcdo de membranas, avaliou o perfil sensorial
com RebA bem como suas propriedades funcionais para diabéticos.

A ultrafiltragdo do soro de leite desnatado e pasteurizado, em membrana com
cut off de 10kD e secagem em spray dryer, resultou em um produto (CPS I) na forma de
p6 com 58% de proteinas, 24% de lactose, 8,1% de lipidios e 0,96% de sais minerais.
Esses resultados sdo similares aos encontrados por Ramos ef al.®® A ultrafiltragio
permitiu a concentracdo de proteinas e ainda a remocdo de sais do soro do leite. O fator
de concentracdo dessa etapa foi de 6,6; o que esta de acordo com Baldasso ef al. '

Considerando que o baixo teor de proteinas no CPS I, em relacdo a maioria dos
produtos de maior aceitagdo comercial, realizou-se a nanofiltragdo e a diafiltracdo de
uma amostra de CPS I, em membrana com cut off de 500D, obtendo assim o CPS II.
Foram realizados 15 ciclos de diafiltracdo a fim de aumentar o teor de proteinas do

(11.29) 4 concentragdo de proteinas pode

concentrado. Segundo Pagno ef al. e Yee et al.,
ser aumentada proporcionalmente ao nimero de ciclos de DF.

Apds a diafiltragdo, o CPS II foi submetido a secagem em spray dryer na
temperatura de 105°C. Fang ef al.,*” investigou o efeito das condi¢des de secagem por
spray dryer sobre a funcionalidade das proteinas do soro do leite concentradas. Foram
avaliadas secagens nas seguintes temperaturas: 77°C, 107°C, 155°C e 178°C. Os

resultados indicaram que a utilizagdo de temperaturas mais baixas preserva a

solubilidade das proteinas e diminui a possibilidade de desnaturacgéo.
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Sendo assim, o processo de nanofiltracdo resultou em um aumento do teor de
proteinas e redugdo do teor de lactose e, portanto, em um produto similar aos
concentrados protéicos disponiveis comercialmente.

Em face da necessidade de aperfeicoamento das agdes de controle sanitario na
area de alimentos e visando a prote¢do a saude da populagdo e a regulamentagdo dos
padrdes microbioldgicos para alimentos,”” o CPS I foi submetido a avaliacdo
microbiolégica. Os resultados negativos quanto aos microrganismos avaliados,
indicaram que o CPS II foi produzido seguindo boas praticas de fabricagdo e
conservacao.

Os CPS disponiveis no mercado (Whey protein) sdo adogados com edulcorantes
sintéticos como o acessulfame K e principalmente a sucralose. O CPS II foi submetido a
testes com o adogante ndo calorico RebA, e a melhor formulagdo com dulcor similar
aos produtos disponiveis no mercado e adogados com sucralose, necessitou da adi¢do de
26mg de RebA/100g de CPS II; portanto, uma concentragdo apenas duas vezes maior
que a da sucralose. Relatos na literatura indicam que, geralmente, quantidades 5 a 6
vezes maiores de extratos de estévia ou esteviosideo (baixo teor de pureza) sdo
necessérias para que haja uma equivaléncia de dulgor em relaco a sucralose.®"

O CPS IT adogado com RebA foi testado em modelos de animais diabéticos com
a finalidade de avaliar possiveis propriedades funcionais desse suplemento para pessoas
portadoras de Diabetes mellitus (DM), uma das doengas cronicas degenerativas mais
comuns da atualidade.®” O DM é causado por defeitos na secre¢do ou acdo da insulina,
um hormonio proteico secretado pelas células B das ilhotas pancredticas. Uma das
principais caracteristicas dessa doenca ¢ a hiperglicemia prolongada, que provoca
multiplas disfun¢des no organismo, podendo causar a faléncia de varios 6rgéos.”*® O

tratamento do DM ¢ complexo, envolve o uso de insulinoterapia e hipoglicemiantes,
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exige dietas especiais e programas de atividades fisicas. O estabelecimento de modelos
experimentais de animais tem possibilitado realizar estudos que buscam contribuir na
descoberta de métodos alternativos para o tratamento ou até mesmo para a prevengdo do
DM,

O modelo de animais diabéticos utilizado neste trabalho foi aquele induzido por
estreptozotocina, que apresenta como principal mecanismo de a¢do a alquilacdo do

(439 causando um quadro de

DNA, ocasionando a morte das células B pancredticas,
alteragdes metabdlicas semelhantes ao Diabetes mellitus tipo 1. Conforme os resultados
apresentados, os animais diabéticos apresentaram hiperglicemia, redugdo no ganho de
peso corporal, polidipsia e aumento nos niveis plasmaticos de frutosamina, confirmando
a eficiéncia da droga no estabelecimento do modelo de diabetes. O suplemento
alimentar com o CPS II adogado com o RebA (100mg/kg p.c.), administrado
diariamente com uma sonda esofagica, por um periodo de 35 dias, foi eficiente em
amenizar os disturbios metabdlicos resultantes do quadro diabético.

A insulina é um hormonio com caracteristicas anabolicas e a falta ou reducéo da
sua agdo causa sérias alteracdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios,
com o0s processos catabolicos se sobrepondo aos anabdlicos, levando a severa perda de

(% como no caso do modelo experimental de

peso corporal ou reducdo de seu ganho,
diabetes utilizado neste trabalho. O grupo de animais diabéticos que recebeu o
suplemento CPS II adogado com o RebA apresentou ganho de peso corporal
significativamente maior que animais diabéticos controles, com valores proximos ao
dos animais normais. Estudos mostraram que o aumento de peso de individuos que
consomem proteinas do soro do leite estd relacionado com o aumento da massa

muscular que, por sua vez, depende do perfil de aminoacidos e proteinas que constituem

estes suplementos.”” Tal aumento no ganho de peso ndo pode ser explicado pelos
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dados referentes ao peso de orgdos e tecidos que foram aqui avaliados, visto que estes
ndo foram significativamente maiores que aqueles registrados no grupo de animais
diabéticos controle (dados ndo mostrados). Ndo pode, também, ser em fun¢do de menor
atividade lipolitica ou aumento de lipog€nese dos depdsitos de tecido adiposo
retroperitoneal, visto que tais depdsitos estavam significativamente menores nos
animais diabéticos tratados. Com relagdo a este fato, estudos demonstram que os
suplementos com aminodacidos, especialmente os de cadeia ramificada conhecidos como
BCAAs, afetam processos do metabolismo que resultam na redugdo da gordura
corporal.®” Tratando-se de animais diabéticos tipo 1, a redu¢do de gordura corporal
pode, no entanto, representar uma efeito ndo benéfico e deve ser melhor avaliado.
Considerando que ndo foram mensurados os depdsitos de gordura subcutineo, assim
como ndo foram avaliados outros musculos além do gastrocnémio e séleo, estudos
posteriores, investigando de modo mais amplo a composi¢do corporal sdo necessarios.
Outro aspecto importante no quadro diabético € a severa desidratagdo que acompanha,
de modo proporcional, a hiperglicemia instaurada no animal diabético. Os animais
diabéticos tratados apresentaram melhor controle metabdlico, com niveis
hiperglicémicos menores que o controle, deste modo é possivel que tais animais
apresentassem um quadro de desidratagdo mais ameno, o que pode ter contribuido
significativamente no ganho de peso corporal registrado.

Os dados obtidos neste trabalho confirmam os estudos que tem mostrado a
importancia da suplementagio das proteinas do soro do leite no controle da glicemia'**
18. 3% Ppesquisas envolvendo humanos e animais diabéticos demonstraram que tais
proteinas diminuem os valores de glicose plasmatica e possuem importantes efeitos
insulinotropicos.®* 3 4 Ratos diabéticos que receberam suplementagdo com o CPS II

adocado com RebA apresentaram redugdes da glicemia de jejum e no estado
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alimentado. Também mostraram melhor controle metabdlico na analise da curva
glicémica e durante o GTT, que pode ser confirmado através dos valores plasmaticos de
frutosamina. E possivel que a adi¢do de RebA como adogante tenha contribuido nos
efeitos funcionais atribuidos ao concentrado proteico, visto que importantes efeitos
antidiabéticos tem sido atribuido a produtos extraidos da planta Stevia rebaudiana.™®
Abdula ef al.® estudou o possivel mecanismo de acdo do RebA, e os resultados obtidos,
indicaram que o RebA produz efeito insulinotrépico, causando secrecdo de insulina por
inibir canais de Katp nas células f pancreaticas.

Frid et al."® constataram que a suplementa¢io de refeigdes com alto indice
glicémico acompanhadas de proteinas do soro de leite, pode aumentar a secregdo de
insulina e melhorar o controle de glicose no sangue em individuos diabéticos tipo 2.
Foram avaliados os comportamentos glicémicos em até 4 horas apds a refei¢do. Os
resultados permitiram concluir que o acréscimo de proteinas do soro do leite
adicionadas a refei¢des com carboidratos de rapida digestdo e absor¢do, estimulam a
liberagdo de insulina e reduzem os indices glicémicos pds-prandiais.

Os mecanismos de agdo envolvidos nos efeitos hipoglicemiantes destes
suplementos ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas estudos indicam que estejam
relacionados com o aumento da secre¢do de insulina."" Proteinas do soro do leite
parecem induzir seus efeitos através de peptideos bioativos e de aminoacidos gerados
durante o processo de digestdo gastrointestinal. Esses estimulam a liberagdo de
hormoénios intestinais que potencializam a secre¢do de insulina a partir de células f3.
Além disso, esses peptideos podem servir como inibidores da dipepdil peptidase-4
(DPP-4) que inibem horménios que estdo relacionados com o controle glicémico.'* ¥

As dosagens plasmaticas de frutosamina confirmaram a melhora do quadro

hiperglicémico dos animais diabéticos que receberam a suplementagdo com CPS II



42

adocado com o RebA. A hiperglicemia, caracteristica do quadro diabético, causa a
glicagdo ndo enzimatica de proteinas plasmaticas que, apos rearranjo molecular,
transformam-se em cetoaminas estaveis nomeadas genericamente de frutosaminas, cuja
maior parcela esta ligada a albumina, que se constitui na maior massa proteica

D ou seja, assim como a formagdo da hemoglobina

plasmatica depois da hemoglobina,
glicada, a frutosamina é resultante da interagdo da glicose plasmatica e a lisina presente
na molécula de albumina e em outras proteinas livres no plasma, decorrente de uma
modifica¢do ndo enzimatica. Sua determinag@o em pacientes diabéticos é indispensavel
ja que niveis elevados e continuos de glicemia levam a um aumento de glicacdo das
proteinas, fator que ¢ a principal causa de doengas vasculares em pacientes
diabéticos.*?’ A frutosamina esta elevada nos casos de diabetes cujo controle ndo estd
adequado, de modo que o teste de frutosamina pode detectar alteragdes nos niveis
glicémicos recentes.*’ Portanto, a reduc¢fio nos niveis de frutosamina comprovam o
melhor controle metabdlico dos animais diabéticos que receberam a suplementagao.
Com relagdo a lipidemia, os resultados obtidos mostraram que os animais
diabéticos suplementados apresentaram niveis de colesterol total significativamente

mais baixos que os animais do grupo diabético controle. Zhang et al.

investigaram o
efeito da dieta de proteinas do soro do leite vs a de caseina sobre as concentra¢des
plasmaticas de colesterol no sangue e no figado de ratas fémeas e constataram que, apos
21 dias de suplementacdo, houve redugdo significativa nos niveis de colesterol no
plasma e no figado. Essses resultados evidenciam que as proteinas do soro do leite
podem ter efeito significativo sobre os niveis de colesterol e, consequentemente, podem
auxiliar na preven¢do de doengas cardiovasculares de individuos normais e diabéticos.

Assim como os niveis plasmaticos de colesterol, niveis reduzidos de triglicérides

também foram encontrados nos animais diabéticos suplementados com o CPS II
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adocado com RebA. Resultados similares foram encontrados por Mortensen e al.
que mostraram que uma dieta com proteinas do soro do leite foi mais efetiva na redugéo
dos niveis de triacilglicerdis de pacientes diabéticos, quando comparadas a outras fontes
de dietas proteicas.

As concentracdes séricas das aminotransferases AST e ALT, enzimas
marcadoras da fungdo hepatica, foram avaliadas nos trés grupos de animais
experimentais. Um aumento na concentra¢do destas enzimas pode indicar lesdo de
hepatocitos. Além disso, essas enzimas sdo consideradas indicadoras do diabetes. A
elevagdo de seus niveis pode indicar comprometimentos na sinalizacdo de insulina. O
estresse oxidativo decorrente da reacdo da peroxidagdo lipidica e P-oxidacgdo
peroxissomal podem causar elevagdes nos niveis das aminotransferases e de resisténcia
a insulina. O estado de resisténcia a insulina é caracterizado por um aumento de
citocinas pro-inflamatorias como o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), que também
pode contribuir para injirias nos hepatécitos.”? Nao foram observadas diferencas
significativas entre essas enzimas no plasma dos animais diabéticos tratados e controle.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que os
processos de separacdo por membranas foram eficientes na produgdo do CPS II,
apresentando bons rendimentos. O CPS II adogado com RebA apresentou importantes
propriedades funcionais, e por isso deve ser melhor avaliado quanto a possibilidade de
ser indicado como um suplemento alimentar para individuos portadores de Diabetes
mellitus. Além disso, o RebA mostrou-se excelente para promover dulgor ao
concentrado, podendo substituir os edulcorantes artificiais atualmente utilizados para

adocgar tais suplementos e, possivelmente, conferir maior funcionalidade aos mesmos.
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