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RESUMO

A maior parte dos alimentos de origem vegetal possuem fatores
antinutricionais, que quando presentes nos alimentos podem provocar efeitos
fisiolégicos adversos. O presente trabalho teve como obijetivo verificar a presenca de
inibidores de protease assim como o ganho de peso e consumo alimentar de
suplementos da base de proteinas isoladas de vegetais em ratos wistar. Os animais
foram divididos em seis grupos, 0s grupos um e dois tratam-se de grupos controles
(controle positivo e negativo), os demais receberam amostras de 4 suplementos (2 a
base de soja, 1 de arroz e 1 de ervilha). Observou-se que os animais que receberam
a suplementacdo obtiveram diminuicdo no ganho de peso e reducdo do consumo
alimentar. Podendo-se sugerir que essa reducao se deu pela saciedade provocada
pelo aumento de CCK através de mecanismo dependente de inibidores proteoliticos
presentes nesses suplementos. Fazendo acreditar que a utilizacdo destes
suplementos em decorréncia da presenca de inibidores enzimaticos, inviabilizaria
sua funcionalidade para fins de hipertrofia.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores de serino proteinase. Tripsina. Quimotripsina.
Suplementos nutricionais.

ABSTRACT

Most foods of plant origin have antinutritional factors, which when present in food can
cause adverse physiological effects. The present work aimed to verify the presence
of protease inhibitors as well as weight gain and dietary intakes of plant - based plant
- based supplements in wistar rats. The animals were divided into six groups; groups
one and two were control groups (positive and negative control); the others received
samples of four supplements (2 soybean, 1 rice and 1 pea). It was observed that the
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animals that received the supplementation obtained a reduction in the weight gain
and reduction of the alimentary consumption. It may be suggested that this reduction
was due to satiety caused by the increase of CCK through a mechanism dependent
on proteolytic inhibitors present in these supplements. Realizing that the use of these
supplements due to the presence of enzymatic inhibitors, would impair its
functionality for purposes of hypertrophy.

KEY WORDS: Serine proteinase inhibitors. Trypsin. Chymotrypsin. Nutritional
supplements.

1 INTRODUCAO

E comum serem reforcados padrdes estéticos corporais estereotipados, e na
busca por um corpo “esteticamente perfeito”, muitas pessoas testam dietas e
regimes dietéticos de qualquer espécie, na esperanca de atingir um novo nivel de
bem-estar ou desempenho fisico (BRASIL, 2014).

As proteinas sdo componentes importantes da dieta humana e exercem um
papel essencial como elementos estruturais e funcionais de sistemas vivos. S&o
moléculas essenciais aos animais, devendo, portanto, estar presentes na

alimentacdo em quantidades adequadas (ASSIS et al., 2018).

No entanto, existe uma crenca popular antiga entre os atletas de que proteina
adicional aumenta a forca, melhora o desempenho e consequentemente aumenta a
massa magra, isso fez com que o uso de suplementos crescesse amplamente nas
dltimas décadas (MAHAN; ESCOTT, 2005).

Atualmente, com a crescente comercializacdo de novas fontes alimentares e
€ notavel o aumento de proteinas a base de vegetais, gerados a partir do
beneficiamento de produtos in natura, como soja, ervilha e arroz (MOUTE et al.,
2006; SACK et al., 2015; ASSIS, 2018).

Porém, € de comum conhecimento que a maioria desses suplementos
proteicos vegetais possuam fatores antinutricionais e baixo niveis de aminoacidos
essenciais (FERRI, 2006; PIRES et al., 2006). Os fatores antinutricionais podem
interferir na absor¢cdo ou utilizagdo de nutrientes e, se ingeridos em altas

concentracdes, podem acarretar efeitos danosos a saude (BENEVIDES et al., 2011),



como causar reducgfes substanciais na digestibilidade de proteinas, além de poder
causar diminuicdo no ganho de peso e crescimento (ARAUJO, 2012; GILANI,
COCKELL 2012; SERQUIZ, 2016).

Alguns estudos mostram que os inibidores em concentragbes adequadas
podem propiciar saciedade, o provavel mecanismo que explica essa acao seja o
maior tempo da presenca de proteinas no intestino, ocorrido pela inibicdo das
enzimas digestivas, assim aumentando o estimulo de colecistoquinina (CCK) que
agem no nucleo arqueado estimulando efeitos sacietogénicos (RIBEIRO, 2013;
SERQUIZ, 2016).

Vérios estudos com a purificacdo dessas substancias, inibidores de protease,
tém se destacado, positivamente, no controle de varios processos bioldgicos, pelo
seu amplo espectro de acdes heterdlogas, agindo na regulagdo da hiperatividade de
certas enzimas ou mesmo as inativando e favorecendo diversos processos com
efeitos benéficos para saude. Sdo reconhecidos como moléculas bioativas, com
fungbes anticancer, antiinflamatoria, antiobesidade, entre outras (FANG et al., 2010;
RIBEIRO, 2013; SERQUIZ, 2012).

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo verificar a presenca de
inibidores de protease assim como o ganho de peso e consumo alimentar de

suplementos da base de proteinas isoladas de vegetais em ratos wistar.

2 MATERIAIS E METODOS

O estudo de carater experimental em corte transversal utilizou como fonte
amostras de 4 suplementos de proteina isolada de vegetais nacionais e importados
adquiridos no mercado local da cidade do Natal — RN, sendo estes 2 suplementos a
base de proteina isolada de soja, e um de arroz e um de ervilha, totalizando 4

amostras.

2.1 OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO

As amostras de suplementos foram extraidas separadamente em tampao
Tris-HCI 0,05 M na proporcdo 1:10 (p/v). Na sequéncia, cada amostra foi mantida

por cerca de 12 h a 8°C e centrifugada a 12.000 x g por 30 min, a 4°C obtendo-se as



proteinas precipitadas. O precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido como
extrato bruto.

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DE ENZIMAS DIGESTIVAS

2.2.1 Determinacao da atividade anti-triptica do extrato e fragées proteicas

As atividades anti-tripticas dos suplementos estudados foram determinadas
utilizando a seguinte metodologia: aliquota de 20 pL da solucao de tripsina bovina
(0,3 mg/ml HCI 2,5 mM) foi pré-incubada com 560 pL de tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5, 120 pL de HCI 2,5 mM e 100 pL de suplemento por 15 minutos a 37°C. Apos
esse periodo a reacdo foi iniciada adicionando-se 500 pL de solucdo de substrato
especifico (BApNA 1,25 mM). A reacdo foi processada por mais 10 minutos, nas
mesmas condi¢cdes de incubacédo, e em seguida, interrompida adicionando-se 120
pL de solucdo de &cido acético 30%. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas e
provas em branco foram realizadas. A absorbancia foi medida a 405 nm. Os

resultados foram expressos em porcentagem de inibicao.

2.2.2 Determinacdao da atividade anti quimiotriptica do extrato e fracdes
proteicas

A atividade antiquimotriptica foi determinada incubando 100 mL do isolado
proteico dos trés produtos alimenticios analisados, a enzima quimotripsina a 0,02 mg
mL-1 e a azocaseina a 1% como substrato. A hidrolise do substrato foi mensurada
por meio da leitura das absorbancias em comprimento de onda a 440 nm medidas
por espectrofotometro. Provas em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos

em triplicata.

2.3 ENSAIO in vivo COM OS EXTRATOS DOS SUPLEMENTOS DO

CONCENTRADO PROTEICO DE VEGETAIS (SOJA, ARROZ E ERVILHA)

Apoés a aprovacao do comité de ética em uso de animais (CEUA), os animais
foram avaliados por um meédico veterinario quanto a saude. A pesquisa atendeu as
leis vigentes nacionais, e 0s procedimentos envolvendo os animais e seus cuidados
estiveram de acordo com as diretrizes institucionais, em conformidade com a lei

nacional e internacional e Diretrizes para uso de Animais na Pesquisa Biomédica.



Os animais foram mantidos no biotério da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN), Natal-RN, Brasil, com temperatura controlada (20-24 °C), com ciclo
claro-escuro de 12 horas, os mesmos foram separados em caixa de proprileno,
forradas com maravalha, esta por sua vez, era trocada diariamente. A racdo e a

agua foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.

2.4 ANIMAIS

Apés 6 dias de adaptacao, os ratos wistar foram distribuidos casualmente em
6 grupos de ratos wistar machos (n=6), para avaliacdo do peso e consumo. A dieta
utilizada pelo grupo controle negativo foi comercial Labina purina. O grupo controle
positivo recebeu suplementacdo com inibidores de soja purificado. Os grupos de 3 a
6 foram suplementados com proteina isolada a base de vegetais, sendo utilizada
para 0s grupos trés e quatro os suplementos a base de soja (marcas distintas), o
cinco suplemento a base de arroz e por fim o grupo seis que recebeu suplemento a
base de ervilha. Todas as dietas foram oferecidas pela via oral, sendo administrada

por gavagem na dosagem de 25 mg/kg adaptado de Serquiz, 2012.

2.5 CONSUMO ALIMENTAR

Depois de estabelecido o padrdo de consumo alimentar habitual de cada
grupo de animais (média em g de consumo de dieta) durante os 6 dias de
adaptacdo, os animais foram submetidos aos testes com as dietas e avaliados
guanto ao consumo alimentar (g) por meio da balanca calibrada. Dessa forma, foi
obtida, semanalmente a diferenca entre a dieta fornecida (antes do consumo) e a
dieta consumida: Consumo Alimentar por semana (g) = Dieta Fornecida — Dieta

consumida e o resultado foi expresso feita a média do consumo alimentar, por



semana, por grupo (g), durante 14 semanas, considerando o padrdo de consumo

alimentar habitual individual dos animais.

O consumo das dietas e de agua e o ganho de peso dos animais foram

monitorados diariamente.
2.6 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL

Os ratos foram pesados individualmente em balanca calibrada uma vez por
semana por um periodo de 14 semanas, em cada grupo. Dessa forma, foi feita a

média do peso (g).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e analisados por meio de estatistica descritiva,
usando medidas de tendéncia central e de dispersdo (média e desvio padrao)
utilizando o programa Microsoft Excel®, verséo 2015.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os alimentos de origem vegetal sdo importante fonte de proteina e energia,
porém possuem significante toxicidade de compostos, conhecidos como substancias
antinutricionais, que quando consumidos, reduzem o valor nutritivo desses alimentos
(SILVA; SILVA 2000).

Os vegetais podem interferir na digestibilidade, absorcdo ou utilizacdo de
nutrientes e, se ingeridos em altas concentracdes, podem acarretar efeitos danosos
a saude (SANTOS, 2006), pois possuem acédo inibitéria das enzimas digestivas,
como por exemplo, a tripsina e quimotripsina, ocasionando diminuicdo a
disponibilidade bioldgica dos aminoacidos essenciais e minerais, além de poder
causar irritacoes e lesdes da mucosa gastrintestinal, interferindo assim, na
seletividade e eficiéncia dos processos biologicos (SGARBIERI, 1987; SERQUIZ,
2017).



Os niveis de inibidores nos vegetais podem variar, dependendo do estagio de
maturacado, sua localizagao nos tecidos, do tempo de colheita e de armazenamento,
como também, da variedade da planta, podendo coexistir diferentes classes de
inibidores em um Unico tecido e orgdo (RYAN, 1990; RICHARDSON, 1997; BRZIN;
KIDRIC, 1995).

Na tabela 1, mostra-se a atividade inibitéria de proteases presentes nos
suplementos proteicos comercializados a base de vegetais utilizados na pesquisa,
na andlise realizada constatou que houve uma maior quantidade de inibicdo nos
suplementos a base de soja, ficando em torno de 90% de atividade inibitéria para
tripsina e 60% para quimotripsina, superando os suplementos a base de arroz e
ervilha, que mantiveram percentuais de inibicdo para tripsina em torno de 50% e de

quimotripsina com 45% e 38%, respectivamente.

Atividade Atividade
Inibitéria para Inibitéria para

Quimotripsina Tripsina
Inibidor de Soja 90 % 100 %
SV1 (soja) 1 60% 90%
SV2 (soja) 1 58 % 86 %
SV3 (arroz) 45% 53%
SV4 (ervilha) 38% 48%

Tabela 1 — Atividade inibitéria de tripsina de suplementos proteicos a base de vegetais, (SV1)
Suplemento de concentrado proteico de soja, (SV2) Suplemento de concentrado proteico de soja,
(SV3) Suplemento de concentrado proteico de arroz, (SV4) Suplemento de concentrado proteico de
ervilha. *diferenca estatistica com p<0,05.

Fonte: prépria

Os dados obtidos nessa pesquisa corroboram com 0s apresentados por Assis
et al. (2018), os mesmos avaliaram atividade inibitéria para enzimas proteoliticas em
15 suplementos a base de vegetais vendidos no comércio internacional e nacional.
Os autores observaram que todos os suplementos analisados apresentaram
atividade inibitéria para as enzimas tripsina, quimiotripsina e pepsina. No entanto, 0s
suplementos de soja apresentaram maior atividade inibitéria, 0 que era esperado,
tendo em vista que os graos de leguminosas, verifica-se a ocorréncia natural nos
mesmos (CONCEICAQ, 2010; MONTEIRO et al., 2004).



Quanto maior a quantidade de inibidores presentes nas leguminosas menor
serA& sua qualidade nutricional (PETROVIC et al, 2014). Esses
alimentos/suplementos quando consumidos em excesso, ocasionam complexacao
das enzimas tripsina e quimotripsina secretadas pelo pancreas, impedindo a acéo
proteolitica (MONTEIRO et al., 2004; MIURA et al. 2005; SERQUIZ et al., 2012). Os
inibidores atuam também de maneira prejudicial em relacdo ao aproveitamento de
proteinas (ZANG et al., 2006). As proteinas séo reduzidas nos processos digestivos,
interferindo assim na biodisponibilidade e absor¢édo de aminoacidos (CONCEICAO
et al., 2010).

Essa inibicdo € capaz de ocasionar excessiva perda fecal de proteinas
secretadas pelo pancreas, gerando balanco nitrogenado negativo, fato que gera
prejuizo para os individuos (RACKIS; GUMBAMNN, 1982; BENDER, 1987; XAVIER-
FILHO; CAMPOQOS, 1989; VAZ PATTO et al., 2015).

Apesar desses dados na literatura, outros estudos mostram que quando
consumidos em doses adequadas geram efeitos benéficos para a saude, no controle
de varios processos bioldgicos, pelo seu amplo espectro de a¢bes heterdlogas,
agindo na regulacédo da hiperatividade de certas enzimas ou mesmo as inativando.
Sdo reconhecidos como moléculas bioativas, com fungBes anticancer,
antiinflamatdria, antiobesidade, entre outras (FANG et al., 2010; RIBEIRO, 2013;
SERQUIZ, 2012).

Além disso, o presente estudo também avaliou a acdo dos suplementos
proteicos vegetais no ganho de peso e ingestdo de alimentos. A andlise realizada
constatou que 0s animais que receberam os suplementos vegetais obtiveram uma
reducdo no ganho de peso quando comparados ao grupo controle negativo. O grupo
gue recebeu o inibidor de soja (controle positivo), foi o que obteve maior reducdo no
ganho de peso (30,67 £+ 3,005), seguido dos grupos suplementados, SV1 (36,67 *
4,041), SV3 (38,0 £2,0), SV2 (39,33 £+ 1,528) e SV4 (40,33 £+ 1,528). Os resultados

encontram-se na figura 1A.

A ingestdo alimentar foi menor nos grupos que ingeriram o0s suplementos. Na
Figura 1B podemos observar que o grupo controle negativo foi 0 que teve a maior
média de consumo, chegando a 34,67 + 2,082, em contrapartida a ingestdo do

inibidor de soja (controle positivo) fez com que o0s animais obtivessem a menor



média (17 = 2,0), por fim, pode-se observar que os animais suplementados a base
de proteina isolada de vegetais obtiveram médias aproximadas quanto ao consumo
alimentar, SV1 (24,33 + 1,528), SV2 (27 + 1,0), SV3 (26,33 + 1,528) e SV4 (28 +
2,082).
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Figura 1 — Efeitos no ganho de peso e no consumo alimentar de ratos suplementados com
suplementos proteicos a base de vegetais, (C) Controle negativo, Inibidor de soja (controle positivo),
(SV1) Suplemento de concentrado proteico de soja, (SV2) Suplemento de concentrado proteico de
soja, (SV3) Suplemento de concentrado proteico de arroz, (SV4) Suplemento de concentrado proteico
de ervilha. *Letras diferentes significam diferenca estatistica com p<0,05.

Fonte: propria

Um estudo recente avaliou as atividades inibitorias para tripsina, quimotripsina
e pepsina em suplementos a base de proteinas vegetais isoladas. Os autores
concluiram que a utilizacdo desses suplementos sofrem uma influéncia negativa em
decorréncia da presenca de inibidores enzimaticos, diminuindo sua funcionalidade
para fins de hipertrofia (ASSIS et al.,, 2018), no entanto sdo necessarios mais

estudos para que fiqgue comprovado essa suposi¢cao dos autores.

Dados presentes na literatura, confirmam que o consumo de alimentos com
alta atividade inibitoria para enzimas proteoliticas, quando ingeridos em excesso,
tem a capacidade de reduzir a digestdo proteica de alimentos, proporcionando
diminuicdo no ganho de peso e crescimento dos animais (MONTEIRO et al., 2004;
MIURA et al. 2005; SERQUIZ et al., 2012; PEACE et al., 1991; BRUNE et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2015; CARVALHO et al., 2016).



Grant et al., (1988) e Hasdai et al., (1989) observaram que a ingestdo de
farinha de soja e feijao crus por animais acarretou depressao do ganho de peso
corporal ou perda de peso de animais. Serquiz et al. (2016) mostraram que uma
proteina isolada de amendoim com atividade anti-tripsina (AHTI) foi capaz de reduzir
significativamente a glicose em jejum, a ingestdo de alimentos e ganho de peso em

um modelo experimental saudavel.

A reducédo no ganho de peso pode ser explicada devido a acdo dos inibidores
presentes nesses alimentos, pois podem agir suprimindo a regulacdo da secrecao
pancreatica aumentando o nivel plasmético do horménio colecistocinina (CCK) pela
mucosa intestinal (LIDDLE et al., 1984; LIENER, 1994; NAKAJIMA et al., 2011).
Esse horménio é liberado em resposta a presenca de gordura e proteina no trato
gastrintestinal (KONTUREK et al., 2004). Apresentando grande relevancia nos
processos digestivos e de saciagao, interferindo no consumo alimentar (NAKAJIMA
et al.,, 2011; KOMARRNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011; CHEN et al.,, 2012;
SERQUIZ, 2012).

Outros estudos corroboram a reducdo da ingestdo de alimentos pelos
inibidores de tripsina, atribuindo este efeito a indu¢do de CCK (CHEN et al., 2012;
LIMA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2015; KOMARNYTSKY et al., 2007; SERQUIZ et
al., 2016). Em 1982, Pi-Sunyer et al., descreveram pela primeira vez o efeito da
CCK na saciedade humana utilizando infusdo da CCK exdgena. Ballinger et al.,
(1995) relataram uma reducdo de 20% na ingestdo caldérica apdés uma infuséo

fisiol6égica de CCK.

Em 1992, Weller et al., realizaram estudos com ratos neonatais administrados
com inibidor de tripsina de soja (1 mg em 230 mL de solucédo salina), foi observado
um aumento de 87% nas concentracdes plasméaticas de CCK. Komarnytsky et
al., (2011) também relatou que a administragdo oral de um concentrado inibidor de
protease foi eficaz na reducdo da ingestdo de alimentos e ganho de peso em ratos
saudaveis, aumentando os niveis circulantes de CCK através de um mecanismo

dependente de tripsina.

Acredita-se que o efeito CCK na saciedade pode ser explicado pelo seu efeito

sinérgico com outros hormdnios, aumentando a leptina e inibindo a secrecdo de



grelina, que também sdo responsaveis pelo controle do apetite (GOMES et al., 2004;
PETERS et al. 2004).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados no presente estudo e tomando como base achados da
literatura, pode-se sugerir que a reducéo no ganho de peso verificada nos animais
em estudo provavelmente se deu pela saciedade, que consequentemente fez com
gue os mesmos reduzissem seu consumo alimentar e em consecutivo o caldrico.
Como citado anteriormente, sugere-se que essa reducdo de apetite seja devido ao
aumento dos niveis de CCK, através de mecanismo dependente de tripsina e
quimotripsina presentes nestes alimentos.

Com isso, supde-se que esses suplementos de origem vegetal ndo sejam a
melhor alternativa para o ganho de massa muscular como esperado, devido a uma
diminuicdo da digestibilidade e até mesmo devido ao aumento da saciedade, fatores
esses que ndo sdo interessantes para sintese proteica. Sendo assim, evidencia-se a
necessidade de maiores estudos in vivo que possam avaliar e conhecer esses
mecanismos fisiolégicos e bioquimicos que possam comprovar o real motivo da

perda de peso.
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