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RESUMO

A obesidade é crescente, atingindo niveis epidémicos, em muitas regides do
mundo. Estudos tém mostrado que o consumo de amendoins influencia no controle
de peso e essa influéncia pode ser devido a agao sacietogénica de inibidores de
tripsina que condicionam o aumento plasmatico de colecistocinina (CCK). Além
disso, o amendoim apresenta outros beneficios a saude e essas atribuicbes tém
garantido o aumento da sua produgdo e o consumo de varios de seus produtos,
entre eles, a pagcoca de amendoim. O objetivo deste estudo foi identificar a presenga
de um inibidor de tripsina na pagoca de amendoim e avaliar o seu efeito sobre o
consumo alimentar, o ganho de peso e alteragdes histomorfolégicas em
camundongos swiss (n=8) e ratos wistar (n=6). Dietas experimentais foram
preparadas com base na AIN-93G e suplementadas com a pagoca de amendoim ou
com o inibidor de tripsina parcialmente purificado da pagoca de amendoim (AHTI).
Ao final de cada tratamento, os animais foram anestesiados, eutanasiados e tiveram
seus sangues colhidos, por pung¢ao cardiaca, para a dosagem de CCK e de outros
parametros bioquimicos (glicose, triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas de alta-
densidade, lipoproteina de baixa-densidade, transaminase glutdmica piravica,
transaminase glutdmica oxalacética e albumina) e seus pancreas extraidos para
analise histolégica e morfométrica. As suplementagées com a pagoca de amendoim
e com o AHTI mostraram uma diminui¢do do ganho de peso corporal e do consumo
alimentar tanto em camundongos quanto em ratos, devido a saciedade, uma vez
que o0s animais nao apresentaram indicios de comprometimento do estado
nutricional condicionada pelo consumo do AHTI. Nao foram, também, observadas
alteragbes bioquimicas, nem histomorfoldégicas importantes quando comparadas
com os controles. No entanto, o AHTI levou ao aumento da secregdao de CCK, um
peptidio sacietogénico. Assim, estes resultados sugerem que o AHTI, presente na
pacoca de amendoim, seria capaz de aumentar a secregao plasmatica de CCK e
reduzir o ganho de peso associado com menor consumo alimentar de animais
experimentais.

Palavras - chave: Arachis hypogaea L. Proteinas bioativas. Saciedade. Obesidade.



ABSTRACT

Obesity is increasing, reaching epidemic levels in many regions of the world. Studies
have shown that consumption of peanuts influences on weight control and this
influence may be due to the action of trypsin inhibitors sacietogénica that condition
increased plasma colescistocinina (CCK). Moreover, the peanut has other health
benefits, and these assignments are guaranteed to increase their production and
consumption of several of its products, including the pacoca peanut. The aim of this
study was to identify the presence of a trypsin inhibitor in pagoca peanut and
evaluate its effect on food intake, weight gain and histomorphological changes in
swiss mice (n = 8) and Wistar rats (n = 6). Experimental diets were prepared based
on the AIN-93G and supplemented with tack or peanut trypsin inhibitor partially
purified pagoca peanut (AHTI). After each treatment, the animals were anesthetized
and euthanized, their bloods were collected by cardiac puncture for the determination
of CCK and other biochemical parameters (glucose, triglycerides, total cholesterol,
high density lipoprotein, low density lipoprotein, glutamic-pyruvic transaminase,
glutamic oxaloacetic transaminase and albumin) and their pancreas removed for
histologic and morphometric analysis. The supplementation with pagoca peanut and
the AHTI showed a decrease of body weight gain and food intake in both mice and
rats, due to the satiety, since the animals showed no evidence of impairment of
nutritional status conditioned by consumption the AHTI. There were also observed
biochemical or morphological important when compared with controls. However,
AHTI led to increased secretion of CCK, a peptide sacietogénico. Thus, these results
indicate that AHTI present in pagoca peanut, is able to enhance the secretion of
plasma CCK and thereby reduce the weight gain associated with lower food intake of
experimenta animals.

Key - words: Arachis hypogaea L. Bioactive proteins. Satiety. obesity
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1 INTRODUGAO

Uma dieta adequada e balanceada é aquela que atinge todas as
necessidades nutricionais para a manutencao, reparo, processos de crescimento ou
desenvolvimento de um individuo. Tal dieta inclui todos os nutrientes em
quantidades apropriadas e proporcionais uns aos outros. A presenca ou auséncia de
um nutriente essencial pode afetar a disponibilidade, absorcdo, metabolismo ou
necessidades dietéticas de outros, além de ser de fator determinante de diversas
patologias (SICHIERI, et al., 2000; VALENTE, 2002).

A obesidade se destaca entre as doencas causadas pelas inadequagdes
nutricionais e é crescente em muitas regides do mundo, principalmente em paises
desenvolvidos, atingindo niveis epidémicos (WHO, 2004; IBGE, 2010; BRASIL,
2011). Individuos obesos podem apresentar diminuicao do tempo de vida por um
aumento da prevaléncia de diversas doencgas crénicas n&o transmissiveis como:
diabetes, hipertensao, neoplasias, doencas respiratérias cronicas, doengas renais e

musculo-esqueléticas (MUST et al., 1999).

O aumento da massa corpérea também pode estar associado a um aumento
de lipoproteinas circulantes no plasma, podendo desencadear dislipidemias,

aterosclerose e doengas cardiovasculares (SPOSITO et al., 2007).

Assim, para minimizar as inadequagdes alimentares que desencadeiam a
obesidade, é necessario, principalmente, reduzir o consumo de alimentos de origem
animal com alto teor de gorduras saturadas e ricos em acgucares simples; e, em
contrapartida, estimular o consumo de alimentos com teores consideraveis de
minerais, vitaminas, fibras e acidos graxos essenciais poli-insaturados, nutrientes,
geralmente encontrados em sementes oleaginosas e nozes (VENKATACHALAM,;
SATHE, 2006).

As oleaginosas sdo alimentos, que, independentemente do seu alto teor
lipidico, tém demonstrado efeitos benéficos para a saude (TRAORET, et al., 2008).
O consumo de sementes oleaginosas tem sido encorajado, pelo FDA (Food and
Drug Administration) que recomenda o seu consumo por, pelo menos, 5 vezes na

semana (140 g/semana). A qualidade da dieta pode ser implementada com o



17

consumo dessas sementes (GRIEL et al., 2004), aumentando as opg¢des de
alimentos palataveis e benéficos, que podem ajudar a promover a adesdo a um

estilo de vida mais saudavel e habitos nutricionais mais adequados.

O amendoim, dentre essas sementes, € uma das mais consumidas no Brasil,
representando uma importante fonte de proteina e 6leo. Seu grande impacto

econdmico se deve principalmente as varias formas de consumo.

Diversos estudos (KRIS-ETHERTON et al., 1999; CHISHOLM et al., 2005;
JIANG; JACOBS; MAYER-DAVIS, 2006; SHERIDAN, 2007; GEBAUER et al., 2008)
tém provado que o consumo de amendoim e outras sementes oleaginosas (nuts)
como nozes, améndoas, castanhas, avelas e pistache diminuem o risco de doencas
cardiovasculares, reduzindo principalmente LDLc e triacilglicerois, bem como as
citocinas inflamatdrias e ainda sugerem que promovam menor ganho de peso em

animais e humanos.

Embora tenham elevado valor energético, pesquisas tém apontado diversas
hipéteses para justificar sua relagdo com a redugdo no ganho de peso; dentre elas,
acredita-se que parte da energia ndo esta disponivel ou pode haver, nessas
sementes, algum componente que permita maior gasto metabdlico, provocando
menor ganho de peso em relagao ao esperado (TRAORET et al., 2008; DEVITT et
al., 2011). Outra possibilidade é o seu poder de causar saciedade, sendo atribuido
como gerar a sua peculiar composicao lipidica, de fibras, de proteinas, além de
haver relatos na literatura que postulam que a presenca e influéncia de inibidores de
tripsina podem levar a redugdo no ganho de peso. Nesse contexto, cabe ressaltar
que os inibidores de tripsina elevam a concentracdo do horménio colecistocinina
(CCK), que tem poder sacietégeno (HILL et al., 1990; NAKAJIMA et al., 2011;
KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011; CHEN et al., 2012). Ademais, ha trabalhos
publicados que confirmam a presenga no amendoim do inibidor enzimatico de
tripsina (TUR-SINAI, 1972; NORIOKA, OMICHI, IKENARA, 1982; MALEKI et al.,
2003; DODO et al., 2004).

A medida que novos estudos vao sendo desenvolvidos sob a alegagao do
consumo do amendoim, varios alimentos a base dessa leguminosa estdo sendo,

cada vez mais, consumidos no Brasil, dentre eles: o 6leo de amendoim, a pasta de
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amendoim e a pagoca de amendoim, sendo este ultimo produto consumido como
sobremesa tipicamente nordestina Neste sentido é evidente a importancia estudos
que esclarecam se os beneficios atribuidos ao amendoim se estendem aos seus
produtos derivados, para que a sociedade os conheca e saiba aproveitar todas as

suas qualidades de forma ampla.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMENDOIM

2.1.1 Histéria, cultivo e propriedades do Amendoim

As plantas do género Arachis L. (Figura 01) pertencem a familia Fabaceae e
incluem 80 espécies descritas, reunidas em nove sec¢des taxonémicas baseadas na
morfologia, distribuicdo geografica e compatibilidade cruzada (KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON, 2005). A segao Arachis hypogaea é a maior e
mais diversificada e abriga espécies de amendoim, sendo cultivadas as suas
sementes e vagens. Ha também espécies forrageiras: A. pintoi, A. glabrata e A.
sylvestris (VALLS; SIMPSON, 2005). O amendoim cultivado é dividido em duas
subespécies, a A. hypogaea e A. hypogaea fastigiata, com base no habito de
crescimento e na presenga e auséncia de flores sobre seu eixo principal. A
subespécie A. h. hypogaea € novamente dividida em duas variedades botanicas
(var. hypogaea e var. hirsuta) e a subespécie A. h. fastigiata € dividida em quatro
variedades botanicas (var. fastigiata, var. peruviana, var. equatoriana e var.

vulgares) baseadas nas caracteristicas da semente e da vagem.

O amendoim cultivado (A. hypogaea L.) tem quantificagdo genica tetraploide
(4n=40 cromossomos) com férmula gendmica AABB. Acredita-se que a origem do
amendoim tenha sido por meio de duas espécies distintas diploides (2n = 20
cromossomos), uma com um genoma A, e outra com um genoma B (HALWARD et
al., 1991;. YOUNG; WEEDEN; KOCHERT, 1996). A planta tetraploide resultante foi
selecionada e cultivada em diversas regides da América do Sul por mais de 5000
anos, e se espalhou pelo mundo na época da descoberta do Novo Mundo, ou
mesmo antes disso, seguindo rotas pré-colombianas de navegacao no Oceano
Pacifico (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). O amendoim nativo da América do Sul
e o seu provavel centro de origem é na regidao Central do Brasil, uma regido que se
estende do sudoeste de Mato Grosso do Sul (fronteira com o Paraguai) para o sul de
Goias (FREITAS; MORETZSOHN; VALLS, 2007).
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Figura 01 - Sementes e planta de amendoim (Arachis hypogaea L.).

Fonte: http://teresasilvestri.blogspot.com.br/2009/06/amendoim-outro-integrante-das-festas.html e
http://www.nordesterural.com.br/nordesterural/home.asp

No que se refere as sementes de amendoim, ndo existe nenhuma cultivar
protegida no Servico Nacional de Protecdo de Cultivares do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA) cuja produgdo exija
licenga/pagamento de royalties. Existem onze cultivares registrados no Registro
Nacional de Cultivares, apto para producao e comercializagao no pais: Na Embrapa
(BR 1 e BRS 151-L7); no Instituto Agronémico de Campinas (IAC 22, IAC 5, IAC
8112, IAC Caiapd, IAC Tatu ST, Runner IAC 886 e Tatu Vermelho); no Comércio e
Industria Matsuda Importadora e Exportadora (Amarillo MG-100); e no Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR 25 - Ticao).

Atualmente, o Amendoim é a quarta maior cultura de oleaginosa no mundo
sendo cultivada em mais de 100 paises com uma producdo de 35.5 milhdes de
toneladas, ficando atras apenas, na safra mundial de 2001/02, da soja (56,8% do
total da safra mundial); do algodao (11,3% do total) e da colza (11,1% do total)
(CONAB, 2012).

De acordo com os ultimos dados divulgados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), publicados em 2012, os maiores produtores mundiais de
amendoim na safra 2002 foram: a China (43,9% da produgdo mundial); a india
(22,9% do total); os Estados Unidos (5,3% do total); a Nigéria (4,5% do total); a
Indonésia (3 % do total) e o Senegal (2,7% do total), ficando o Brasil em um distante
13° lugar, com uma producgéo de 294.7 mil toneladas ou 0,6% da produgado mundial.

Ainda em 2009, no Brasil, o destaque fica para o amendoim descascado que
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respondeu por 58% do volume total exportado das mercadorias da cadeia de
producdo do amendoim, em torno de 86 mil toneladas e, também, para o dleo bruto
com 40% desse total (MARTINS, 2010). O predominio de cultivo no Brasil é no
estado de Sao Paulo (SANTOS, et al, 2011). A regido Nordeste produz 2 mil
toneladas de amendoim (CONAB, 2012).

De acordo com a CONAB (2012), o consumo de amendoim € da ordem de
294,7 milhdes de toneladas na safra de 2011/12, com tendéncia para crescimento. O
produto é conhecido e consumido do norte ao sul do pais, mas a oferta de uma
ampla gama de petiscos e confeitos industrializados a base de amendoim é
concentrada no Estado de Sao Paulo, onde se localizam as grandes areas de

producao agricola.

O resgate do amendoim como um alimento nutritivo e funcional com garantia
de qualidade € um dos principais objetivos do Pré-Amendoim. Trata-se de um
programa de autorregulamentagao langado, em 2001 pela Associagao Brasileira da
Industria de Chocolate, Cacau, Amendoim, Balas e Derivados (ABICAD), sendo um
dos principais interesses incentivar a pesquisa sistematica visando potencializar os
atributos nutricionais e funcionais do amendoim, levando sempre em consideracao a
dose resposta as mais diversas aplicagdes na saude. O programa atua no sentido
de melhorar a qualidade do produto in natura e industrializado, e faz monitoramento
da qualidade dos produtos feitos com amendoim de maneira sistematica e metddica.
Desde 2002, a ABICAB tem credenciado empresas associadas ao Pré-amendoim
certificando seus produtos a base de amendoim com o Selo de Qualidade. Dessa
forma, os produtos trazem uma informagao visual nas embalagens garantindo que
aquele produto foi industrializado com um rigido controle de qualidade e é seguro,
visto do perigo do consumo do amendoim e seus derivados contaminados por
fungos que produzem a aflatoxina que é toxica, trazendo sérias complicagbes a

saude.

Relacionado ao aspecto nutritivo, alguns estudos (USDA, 2010) mostram que
100 g de amendoim torrado sem adigdo de 6leo, fornecem aproximadamente 615
kcal, 20 g de carboidrato, 51 g de lipidios, 26 g de proteinas, 2 g de cinzas e 8 g de
fibras. Essa é a razao pela qual, o amendoim é considerado, em nivel mundial, uma

importante fonte de proteina e 6leo, além de apresentar alto valor energético. Seu
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consumo também promove aumento do consumo alimentar de alguns
micronutrientes (vitaminas do complexo B, vitamina E, calcio, fésforo, potassio e
zinco) — Uma porgcao de 100 g fornece de 45 a 65% das recomendacgdes diarias
(RDA) destes para adultos (UNICAMP, 2011).

O amendoim, mesmo se destacando entre as oleaginosas por se apresentar
como fonte de vitaminas e minerais, contém também uma série de substancias
bioativas, que sado capazes de sequestrar diretamente os radicais livres. Exemplos
delas sdo: os polifenois (acido cumarico, acido ferulico, lecitinas polifendlicas,
resveratrol, etc), tocoferois, flavonoides, esterois e folato, e os inibidores de protease
que, além de atuarem em importantes fungées do organismo, atuam, também como
antioxidantes (LOU et al., 2004).

Dessa maneira, o amendoim é uma leguminosa que devido a sua composi¢cao
€ reconhecida cientificamente por oferecer excelente nutricdo, prevencdo de
doengas cardiovasculares, diminuicdo de colesterol e triglicérides, equilibrio do
metabolismo, suprimento de vitaminas e minerais, fibras, fitoquimicos e também por
ser fator de inibicdo de apetite (ALPER; MATTES, 2002; MATTES; KIRKMEYER,;
2000). Mundialmente conhecidos como “nuts”, sao alimentos que, independente de
seu alto teor lipidico, possuem evidéncias convincentes de que, mesmo sendo de
alta densidade energética ndo representam fatores de risco para o ganho de peso e
obesidade (GARCIA-LORDA; MEGIAS; SALAS-SALVADO, 2003; MATTES; KRIS-
ETHERTON; FOSTER, 2008; OMS/FAO, 2003).

Existem alguns provaveis mecanismos que respondem ao efeito de controle
de peso quando o consumo dessa semente oleaginosa esta aliada a uma dieta.
Porém, a associagao inversa entre consumo de sementes oleaginosas € 0 peso ou
indice de massa corporal (IMC) podem ser atribuidos a varios fatores. Entre eles,
seu efeito sobre o apetite, mais especificamente, a saciedade. O amendoim tem um
alto valor caldrico, além de rico em fibras e proteina o que pode promover aumento
da saciedade (BURTON-FREEMAN, 2000; MATTES; KIRKMEYER, 2000). Em um
estudo agudo de pré-carga, o amendoim exerceu uma forte supressao sobre a fome
e a compensacao caldrica (MATTES; KIRKMEYER, 2000).
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Mattes, Kris-etherton e Foster, (2008) citaram alguns fatores que podem
explicar o mecanismo pelo qual o amendoim exerce esse efeito sobre o peso
corporal. Primeiro exatamente por possuir alto teor de fibras alimentares e proteinas,
ele promove supressao da fome e compensagdo de energia, assim o valor
energético consumido nado se eleva significantemente. Segundo, por néo ser
totalmente absorvido, principalmente na forma in natura, e ainda promover uma
menor biodisponibilidade com a perda de alguns nutrientes nas fezes como
proteinas, gorduras e alguns micronutrientes e vitaminas. E terceiro, pelo fato de seu
alto nivel de acidos graxos insaturados e de proteina aumentar o gasto energético

de individuos, devido a maior taxa metabdlica.

O amendoim pode ser consumido de diversas formas, destacando-se os
alimentos semiprocessados e processados (quadro 1). No caso de alimentos
semiprocessados, um dos mais presentes na alimentacdo do brasileiro € o confeito
de amendoim tipo japonés (MACHADO, 2006).

Quadro 1 - Produtos industrializados a base de amendoim distribuidos por categoria de produtos.

Categorias Confeitos de Snacks de amendoim Doces de .
. . . Outros tipos
de produtos amendoim (condimentado) amendoim
-amendoim tipo japonés;
-amendoim -amendoim frito com pele; -pacoca; -crocantes
colorido; -amendoim frito sem pele; -pagoca rolha; granulados de
. -amendoim -amendoim salgado -pé-de- amendoim;
Tipos de . ; .
. de chocolate; temperado; moleque; -pasta de
produtos a : : ) .
base de -amendoim -amendoim torrado com -dc;cﬁ-T de_ _ amendqm torrado;
. branco. casca; amendoim gibi. -recheio cremoso
amendoim ; e L
-amendoim torrado biju; de amendoim;
-salgadinho de amendoim; -amendoim cru (in
-ovinhos de amendoim; natura).
-amendoim doce praliné.

Fonte: Machado, (2006).

A pacoca de amendoim também é um alimento processado e igualmente, ao
confeito, constitui um dos mais populares derivados do amendoim. Em 2010, a
Abicab encomendou uma pesquisa ao Instituto Brasileiro de Opiniao Publica e
Estatistica (Ibope), e obteve que 66% da populagdo brasileira costuma consumir
amendoim. Quando se questiona sobre o consumo de produtos oriundos do mesmo,
como a pagoca de amendoim, essa porcentagem sobe para 75%. A producédo da

pacoca € obtida, primeiramente, pela torracdo dos grdos, e em seguida, pela
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moagem até a obtengdo de uma massa fina, por ultimo ocorre a homogeneizagao
dessa massa com uma mistura de ingredientes especificos (CAMARA; GODOY;
FONSECA, 1982). A pacoquinha, como € popularmente conhecida em algumas
regides, tem o amendoim como o ingrediente principal nas formula¢des para o seu
preparo. Além dele, outros ingredientes, fuba, acucar, mel e gordura participam

também em maiores ou menores proporgées (MACHADO, 2006).

Além dos estudos relacionados ao amendoim, diversas investigacbes vém
sendo realizadas com os seus alimentos derivados visando identificar se as suas
propriedades se mantém, mesmo diante dos mais diversos processamentos. Sales
et al. (2005) testaram o 6leo de amendoim em comparagao ao 6leo de acafréo e
azeite de oliva, no perfil lipidico, na composicdo corporal e na saciedade de
individuos eutréficos, com niveis normais de colesterol. Coelho et al.(2006), com o
mesmo desenho experimental, avaliaram os efeitos do 6leo de amendoim em
individuos com sobrepeso. Nesses dois trabalhos, foi verificado menor ganho de
peso dos individuos que consumiram 6leo de amendoim. Foi identificado aumento
no gasto metabdlico basal dos individuos com sobrepeso que consumiram o 6leo de
amendoim, promovendo o0 menor ganho de peso em relacdo ao esperado pelo
consumo energético dos voluntarios, comprovando o efeito que tem sido relatado em

outros trabalhos para os produtos do amendoim.

Segundo Mattes e Kirkmeyer (2000), lanches contendo manteiga de
amendoim constitui uma maneira efetiva de controlar a fome. Este beneficio € mais
aparente quando os amendoins sdo substituidos por alimentos ricos em gordura
saturada e consumidos como parte de um dieta equilibrada com teor baixo de
gordura saturada e colesterol (THE PEANUT INSTITUTE, 2004).

Relacionada aos mecanismos que justificam a saciedade e consequente
reducdo no ganho de peso, é importante ressaltar que a presenga de inibidores de
proteases tem apresentado agao terapéutica no tratamento de algumas patologias,
inclusive da obesidade (HILL et al., 1990). No caso, em particular dos inibidores de
tripsina, a diminuicdo da atividade de tripsina livre reduz a quebra de peptideos
monitores que sinalizam para a liberacdo de colecistocinina (CCK), hormoénio

envolvido na sensagdo de saciedade intrinsecamente ligado ao ganho de peso
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(KISSILEFF et al., em 1981; McLAUGHLIN; PEIKIN; BAILE, 1983; LIDDLE et al.,
1984).

Um estudo com soja indicou expressivo aumento da bioatividade da CCK por
meio do inibidor de tripsina (BRENNER; CORP; GIBBS, 1992). A liberacdo desse
hormbnio é um fator positivo para pessoas obesas, por interferir no consumo
alimentar, sendo o inibidor de tripsina um aliado. Recentes estudos tém reforcado
essas hipoteses correlacionando, também o inibidor de tripsina; com a saciedade em
modelo animal (KOMARNYTSKY, COOK, RASKIN; 2011; NAKAJIMA et. al, 2011;
CHEN et al., 2012). E importante lembrar que o amendoim possui inibidor de

tripsina.

No entanto, as quantidades devem ser estabelecidas individualmente para
que haja o papel funcional do amendoim e seus derivados e, dessa forma, nao
implicar em danos a saude. Como ja citado, atualmente ja € comprovado que o
consumo de amendoins nos lanches intermediarios garante a saciedade por um
periodo superior a duas horas e este fato inibe o consumo de outros lanches mais
caldricos. Portanto, o consumo controlado de amendoins ndo so inibe o ganho de
peso bem como aumenta a saciedade e a ades&o ao plano de reeducacgao alimentar
(MARCHIORI, 2011). Mas, ndo se sabe se todos os produtos derivados do
amendoim, mesmo submetidos a tratamentos e processamentos, como, por exemplo
a pacoca de amendoim, apresentam as mesmas caracteristicas, composicdo e
propriedades do amendoim, especialmente as relacionadas a saciedade, como ja

demonstrado pelo 6leo e manteiga de amendoim.
2.2 INIBIDORES DE PROTEASES

Proteases, também denominadas peptidases (EC 3.4), sdo enzimas
proteoliticas que catalisam a clivagem hidrolitica da ligagcao peptidica presente em
proteinas e polipeptideos, resultando em peptideos menores ou aminoacidos
(NEURATH, 1993).

De acordo com a reacao catalisada, as enzimas proteoliticas estdo divididas
em dois grupos: as exopeptidases, que clivam um ou poucos residuos de

aminodacidos da extremidade N- ou C- terminal e as endopeptidases, que atuam em
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ligacdes internas de cadeias polipeptidicas. Em relagdo a nomenclatura, o termo
“proteinases” refere-se, apenas, as endopeptidases, enquanto que “proteases” e
“‘peptidases” incluem, além das endopeptidases, as exopeptidases (BARRETT,
2001; FAN; WU, 2005 apud SANTOS et al, 2012.).

Os inibidores de proteases podem ser considerados, para os humanos,
fatores antinutricionais e, quando presentes em alimentos, podem provocar efeitos
fisiolégicos adversos ou diminuir a biodisponibilidade de nutrientes. A maior questao
sobre o0s riscos a saude provocados por inibidores de proteases é o
desconhecimento dos niveis de tolerancia, do grau de variagado do risco individual e
da influéncia de fatores ambientais sobre a capacidade de detoxificagdo do
organismo humano (SILVA, SILVA, 2000).

Inibidores de enzimas hidroliticas sao proteinas glicosiladas ou nao
(CAVALCANTI et al.,, 2002) de diferentes espécies de monocotiledéneas e
dicotiledéneas. Entre as monocotiledéneas, as investigagbes foram dirigidas
particularmente para os vegetais da familia das gramineas, atualmente denominada
familia Poaceae, tendo como principais representantes: arroz, cevada, milho, trigo,
centeio e sorgo. Entre as dicotiledbneas, a familia das solanaceas, representada
pelo tomate, batata e tabaco, e a familia das leguminosas (ou familia Fabaceae),
representada pelos feijdes, soja, amendoim e ervilha, tém recebido especial atengéo
(BRZIN; KIDRIC, 1995; SCHULER et al., 1998; RICHARDSON, 1997).

Os niveis desses inibidores nos vegetais sdo variaveis e dependem do
estagio de maturagdo, da sua localizagado 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 ou 6rgao (RYAN, 1990;
RICHARDSON, 1997; BRZIN; KIDRIC, 1995), correspondendo de 1 a 10% do total
de proteinas (USSUF; LAXMI; MITRA, 2001).

Os inibidores de proteinases de plantas sao, primeiramente, classificados de
acordo com a classe mecanistica das enzimas que eles inibem. Dessa forma, sao
estabelecidas quatro classes de inibidores de proteinases: Inibidores de proteinases
serinicas, cisteinicas, asparticas e de metalo-proteinases, sendo os inibidores de

proteinases serinicas os mais estudados (SANTOS et al., 2012). Muitos inibidores
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de proteinases cisteinicas também foram caracterizados (BODE; HUBER, 1992;
OLIVEIRA; XAVIER-FILHO, SALES, 2003), enquanto os inibidores de metalo-
proteinases e de proteinases asparticas sao os estudados em menor escala. Esses
inibidores s&o agrupados em familias (Tabela 1), sendo a classe de inibidores de
proteinases serinicas composta por sete subfamilias e as demais compreendem
apenas uma familia (BODE, HUBER, 1992; KOIWA; BRESSAN; HESEGAVA, 1997;
MARGIS; REIS; VILLET, 1998). Os inibidores de proteinases serinicas sao
agrupados com base na similaridade de sequéncia primaria, massa molecular,
numero de residuos de cisteina e pontes dissulfeto (RICHARDSON, 1997; KOIWA,;
BRESSAN; HESEGAVA, 1997).

Tabela 01 - Classificacao dos inibidores de proteases de plantas.

Proteases Classes de inibidores Familias de inibidores
Bowman-Birk
Kunitz
Serinicas Inibidores de proteinases Batata |
serinicas Batata Il
Superfamilia de Cereais
Taumatina
Ragi I-2/milho
Cisteinicas Inibidores de proteinases Fitocistatinas
cisteinicas
Asparticas Inibidores de proteinases Inibidores de proteinases asparticas
asparticas
Metalo-proteinases Inibidores de metalo-proteinases Inibidores de carboxipeptidases A e B

Fonte: Ryan, (1990); Richardson, (1997).

Uma protedlise descontrolada e indesejada pode conduzir a muitos estados de
enfermidade, incluindo enfisema, derrame cerebral, cancer, mal de Alzheimer,
inflamacao e artrite (POWERS, 2002). Além disso, a maioria das proteases é
potencialmente prejudicial ao seu ambiente natural (BODE; HUBER, 1992) e, para
limitar esses danos, tais moléculas devem ser estritamente controladas. O controle
da atividade proteolitica se da: (1) pela biossintese destas enzimas sob a forma de
precursores inativos, denominados zimogénios, cuja ativacdo dependera de uma
protedlise ou remoc¢do de aminoacidos na por¢do N-terminal da molécula
precursora; (2) pela regulacdo da expressao/secrecao; (3) pelo bloqueio total ou

diminuicdo da atividade catalitica sobre um determinado substrato por meio de
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moléculas denominadas inibidores, que formam um complexo estequiométrico com
a protease. Desta forma, diferente do estigma sobre sua propriedade antinutricional,
os inibidores de proteases tém um potencial consideravel para intervengcao
terapéutica numa variedade de patologias (POWERS, 2002). Devido a sua fungao
de regulacdo das atividades proteoliticas, os inibidores de proteases séo
fundamentais na protecédo de fluidos e tecidos, tais como soro sanguineo, células
pancreaticas e tecidos de reserva de plantas, contra sua degradacao por protedlise
(RYAN, 1990).

Na nutricdo humana os inibidores de proteases sdo capazes de inibir as
atividades da tripsina, quimotripsina, amilase e carboxipeptidase. Estudos (TUR-
SINAI, 1972; NORIOKA, OMICHI, IKENARA, 1982; MALEKI et al., 2003; DODO et
al., 2004) mostram a purificagdo de inibidores de tripsina e quimiotripsina em
sementes de amendoim (Arachis hypogaea) e ha relatos de que inibidores de

tripsina provocam reducédo no ganho de peso.

Mas, diferente das alegacdes de saude atribuidas aos inibidores proteicos,
para nutricdo humana os inibidores de tripsina possuem estreita relagdo com acéao
antinutricional, provocando desnutricdo proteica e alteragdes em 6rgaos envolvidos
no processo digestivo como intestino e pancreas (PEACE et al., 1991; BRUNE et al.,
2010). No entanto, mesmo se apresentado como fator antinutricional, ja tem sido
demonstrada na literatura, que dependendo da dose, tempo de uso e diante de
avaliagdes do seu efeito a partir de parametros bioquimicos e testes que garantam a
digestdo normal e consequentemente o aproveitamento proteico (ROY;
SCHNEEMAN, 1981; SATO et al. 2002); esses inibidores de tripsina, tanto natural
como sintético tem apresentado aplicagbes relacionadas de grande importancia a

saude.

2.3 OBESIDADE

Como se sabe, a obesidade é um problema nutricional com influéncia
socioecondmica, cultural e profissional que vem afetando a populagdo mundial,
numa prevaléncia de 10 a 50% entre adultos (FREZZA; WACHTEL; EWING, et al.,
2006; BRASIL, 2011). Essa patologia tem aumentado sua incidéncia, ndo s6 nos

paises ricos como também nos paises em desenvolvimento.
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Em muitos paises, tem sido verificada tendéncia no aumento do sobrepeso e
da obesidade, e entre eles esta o Brasil. Estudos identificaram um aumento de 53%
na prevaléncia da obesidade quando comparada ao censo de 1974/1975 ao de
1989, indicando que o excesso alimentar estd rapidamente se tornando um

problema mais proeminente do que o déficit (COUTINHO, 1999).

A partir da Pesquisa de Orgamentos Familiares de 2008-2009 (POF) (IBGE,
2010), estimou-se, que cerca de 40% dos individuos adultos no Brasil,
apresentavam excesso de peso, ou seja, IMC igual ou maior do que 25 kg/m?, sendo
que 8,9% dos homens e 13,1% das mulheres estavam obesos. As maiores
prevaléncias de obesidade foram encontradas nas regides Sul e Sudeste (IBGE,
2010; WHO, 2004; AZAGURY; LAUTZ, 2011).

O mais recente levantamento realizado pelo Ministério da Saude (2012)
aponta que 0 excesso de peso e a obesidade continuam aumentando nos ultimos
anos no Brasil. De acordo com o estudo, a propor¢cédo de pessoas acima do peso no
Brasil avancou de 42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011. No mesmo periodo, o
percentual de obesos subiu de 11,4% para 15,8%. Sendo assim, a obesidade como
uma doenca epidémica necessita de atencdo e estudos para que se compreenda
ainda melhor a sua fisiologia e consequentemente, se busquem tratamentos mais
eficientes e efetivos (BRASIL, 2011).

As consequéncias da obesidade s&o: maior risco para morte prematura,
aparecimento de doencas crénicas nao transmissiveis como a doencga arterial
coronariana, hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2, osteopatias e algumas
formas de cancer (MAHAN, ESCOTT-STUMP, 1998; ANGELIS, 2001), além de estar
associada a diversas alteragdes deletérias no metabolismo lipidico, incluindo niveis
elevados de colesterol total, LDL-colesterol e triglicérides, e redu¢cdo do HDL-
colesterol (VACANTI, 2004).

Devido a todas as consequéncias da obesidade, existe uma série de estudos
visando a tratamentos que envolvem desde mudancgas no estilo de vida, tratamentos
ndao medicamentosos; tratamentos medicamentosos, até cirurgicos. Dentre os mais
diversos estudos, atualmente se tém buscado moléculas e/ou compostos que atuem

como sacietogénicos. Alguns autores vém mostrando que dietas com inibidor de
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tripsina podem aumentar o nivel plasmatico de colecistocinina (NAKAJIMA et al.,
2011; CHEN et al., 2012) se destacando como ferramenta promissora no tratamento

da obesidade.
2.4 COLECISTOCININA

A colecistocinina foi descoberta em 1928 por Ivy e Oldberg, com base na
capacidade dos sucos intestinais que estimulam a contracido da vesicula. Em 1943,
Harper e Raper, reconheceram que sucos semelhantes também estimulam a
secrecao de enzimas pancredticas e propuseram um nome: pancreozimina. Anos
depois, (DESCHENES et al., 1984), purificaram a sua forma ativa e sequenciaram

seus aminoacidos adotando o termo colecistocinina (CCK).

A Figura 02 mostra as estruturas do gene do horménio CCK, bem como o
mRNA, com 345 nucleotideos que codificam 115 aminoacidos, dos quais 20
residuos constituem o peptidio sinalizador, 25 o peptidio espagcador, a CCK (58
residuos) e uma extensdo de 12 residuos na regido carboxi-terminal (LIDDLE,
1997).

o
intron 3

. ~5300 bp

(-7 kb)

CCK mRNA
(=750 bases)

(115 amino acids)
Signal NH2 extension
peptide

A

Figura 02 - Estrutura do Gene, DNA complementar e a forma pre-pro-Hormonal de colecistocinina
(CCK).
Fonte: LIDDLE (1997).

Os genes isolados da CCK de camundongo, rato e humano revelam uma
notavel conservagao, que consiste em 7 kilobases, contendo trés exons, sendo o

segundo e o terceiro os que codificam o pré-pré-peptideo (LIDDLE, 1997).
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O mRNA tem 750 bases e é expresso no cérebro e no intestino de animais
em quantidades quase equivalentes. O mRNA é mais abundante no coértex cerebral,
principalmente nas camadas Il e lll e no duodeno. No cérebro, a CCK é localizada
com a dopamina nos neurbnios e surgem no mesencéfalo e se projetam para
prosencéfalo limbico, podendo também se projetar para o hipotalamo ventromedial,
sendo assim de grande importdncia na regulacdo da saciedade. A CCK também
atua no sistema nervoso periférico autbnomo, podendo ser encontrada no plexo
miontérico, submucosa, camadas musculares circulares do intestino delgado, célon
distal, no pancreas, nas ilhotas de Langherans e no plexo celiaco no nervo vago
(CRAWLEY; CORWIN, 1994).

Em ratos recém-nascidos, os niveis de mRNA estéo relativamente altos no
intestino e muito baixos no cérebro. Apds 2 semanas de vida, os niveis de mRNA
diminuem no intestino e aumentam no cérebro. A expressdo do mRNA de CCK
intestinal € modificada pela dieta, havendo um declinio em ratos em jejum ou em
ratos alimentados com dietas que nao estimulam a secrecdo de CCK. No entanto,
algumas dietas (com nutrientes especificos) podem estimular o aumento da

expressao de mRNA, intensificando assim a secreg¢do de CCK (LIDDLE, 1997).

Espécies de variantes moleculares da sequéncia de aminoacidos de CCK tém
sido identificadas em varios estudos. As sequéncias de 8 e 33 aminoacidos (C-
terminal) foram demonstradas em porco, rato, galinha, chinchila, cachorro e no
homem (BEINFELD; PALKOVITS, 1982). Também foram encontrados nesses, e em
outros animais, sequéncias de 47 e 58 aminoacidos, (Figura 3) e todas elas
conservam uma homologia estrutural, o octapéptideo sulfatado (C-terminal), Asp-
Tyr(SOsH)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH,, parecendo ser a sequéncia minima para
a atividade biolégica (CRAWLEY; CORWIN, 1994). Para a CCK funcionar como uma
molécula ativa, ela tem de conter a sequéncia Trp-Asp-Met-Fen-NH,, no entanto
essa sequéncia € idéntica a da terminacao carboxilica da gastrina e nao confere
especificidade com a CCK. Para o peptideo CCK ter afinidade com o seu receptor,
ele necessita que seja estendido para 7 aminoacidos; dessa maneira, tera sua
poténcia maxima alcangada quando a posicao 7 do aminoacido tirosina for sulfatada

na terminacao carboxilica. Apesar de a sulfatacdo ser incomum em hormonios ela é
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fundamental para a acéo biolégica da CCK, onde a forma ndo sulfatada € 1000

vezes menos ativa do que seu homologo sulfatado (WILLIAMS, 1982).
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Figura 03 - Sequéncia aminoacidica do peptideo colecistocinina (CCK).
Fonte: DUFRESNE; SEVA; FOURMY, (2006). SO3H: acido sulfénico.

Receptores de CCK foram caracterizados em células dos acinos
pancreaticos, das llhotas de pancreas e da vesicula biliar, esses receptores e foram
chamados de CCK-A, no cérebro, a CCK e a gastrina se ligam com similaridade a
esses receptores que se tornaram conhecidos por CCK-B (TURKELSON; REEVE;
SOLOMON TE,1990).

Como ja citado, assim como em grande parte dos horménios gastrointestinais,
a CCK é produzida por células enddcrinas intestinais, que estdo concentradas, em
sua maioria no duodeno e no jejuno proximal. Essas células enddcrinas tém forma
de baldo e suas superficies apicais ficam em contato com o lumen intestinal (Figura
4). Na superficie basolateral das células intestinais se encontram os granulos
secretérios, com 250 nm de tamanho e contém a CCK (SOLCIA et al., 1973;
REHFELD et al., 1984). Essas células sdo chamadas de células | e, nelas, também
sdo encontrados outros hormoénios intestinais (BARDRAM; HILSTED; REHFELD,
1989).

Desta forma, nota-se que o alimento e outros fatores dentro do lumen
intestinal interagem com a superficie apical da célula de CCK, dando inicio ao
processo de sinalizagao, resultando na secrecdo de CCK para o sangue a partir da
superficie basal da célula. A Figura 4 ilustra os mecanismos de liberagédo da CCK

por essas células. A ligacdo de peptideos sinalizadores aos seus receptores na
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célula | iniciam as cascatas de (a) ativacdo da fosfolipase C-B (PLC-B) com a
geragao subsequente de inositol trisfosfato (IP3), que promove a entrada de calcio
(Ca2+), e de diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina quinase C (PKC); (b) ativagao
da adenilatociclase (AC) com subsequente ativagdo da proteina quinase A (PKA);
ou, ainda, (c) de uma via desconhecida, que pode estar envolvida na ativacdo dos
canais de calcio, que parece ser importante para a ocorréncia da secrecao de CCK.
A localizacéo celular dos receptores de ligantes para liberagdo da CCK pode ser
tanto na regido basolateral, para o peptideo liberador de gastrina (GRP), como na
luminal, para o fator liberador de CCK luminal (LCRF) e o peptideo monitor, entre
outros, que estdo localizados tanto no intestino como nos nervos entéricos. A
entrada de calcio na célula pode ser afetada também por varios mensageiros
secundarios (LIDDLE, 1997).
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Gasirin releasing
peptide

CCK
Figura 04 - Modelo de sinalizacao intracelular de secregéo de colecistocinina (CCK).

Fonte: Liddle (1997).

Peptideos sinalizadores, ao se ligarem aos receptores de CCK na célula iniciam as cascatas
de adenil ciclase e fosfatidilinositol: (a) Ativacdo da fosfolipase C-Bf (PLC-B) com a geragao
subsequente de Inositol trisfosfate (IP3), e diacilglicerol (DAG) e os aumentos subsequentes de célcio
(Ca2+) e ativagao da proteina quinase (PKC) respectivamente. (b) a ativacdo da adenilato ciclase (AC)
com subsequente elevacao das concentragdes da PKA ou (c) com uma via ainda desconhecida, que
pode estar envolvida pela ativagdo dos canais de calcio que parece ser importante para a ocorréncia
da secregdo de CCK. As possiveis localizagdes dos receptores de CCK na célula pode ser tanto na
regido basolateral (GRP) como na luminal, sendo eles o fator liberador de CCK luminal (LCRF), o
peptideo monitor entre outros, que estéo localizados tanto no intestino como nos nervos entéricos. A
entrada de calcio podem ser afetada também por varios mensageiros secundarios. PLC-p, fosfolipase
C-B; IP3, inositol trisfosfato; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina quinase C; AC, adenilatociclase; PKA,
proteina quinase A; GRP, peptideo liberador de gastrina; LCRF, fator liberador de CCK luminal
(LIDDLE, 1997)
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2.4.1 Mecanismo da Saciedade: Inibidores de Tripsina x Colecistocinina

O provavel mecanismo que explica o aumento da CCK pela consumo de
alimentos rico em inibidores de tripsina se da por um complexo efeito de feedbacks
(negativo e positivo) (BLOOM, 2006). Dentre muitos fatores que estimulam a
liberagdo de CCK, estdo os alimentos (proteinas e lipidios) e alguns peptideos ja
purificados e encontrados no lumen intestinal, como o inibidor da ligagdo do
diazepam (DBI), o fator liberador de CCK luminal (LCRF) e o peptideo monitor
(KARL-HEINZ, 1998) (Figura 5).

O DBI é um fator de liberagdo de CCK que ja foi isolado e sequenciado da
mucosa intestinal de porco, consistindo em 86 aminoacidos e uma massa molecular
de 9810 Da. A infusdo de DBI intraduodenal sintético em ratos e porcos estimulou
significativamente a liberagcdo de CCK e amilase pancreatica. Além disso foram
encontrados resultados de estimulagcdo de CCK com fragmentos do DBI, sendo que

100 vezes menos potente do que o peptideo inteiro (LIDDLE, 1997).

O LCRF também é um peptideo de liberagcao de CCK e foi isolado a partir de
secregoes intestinais de ratos. O peptideo tem uma massa de 8136 Da e é
composto de 70-75 aminoacidos. Ele exibe uma expressiva diferenca na
composicdo de aminoacidos, comparado ao DBI, ndo tendo nenhuma homologia.
Em contraste com o DBI, que contém 13 lisinas e dois residuos de arginina e que
representam locais de clivagem para a tripsina, o LCRF tem apenas uma lisina e um
residuo de arginina, portanto tornando-o menos degradavel pela clivagem da tripsina
(KARL-HEINZ, 1998; LIDDLE, 1997).

Um peptideo secretado junto ao suco pancreatico, chamado de peptideo
monitor, foi purificado e sequenciado, revelando conter 61 aminoacidos que exibem
homologia com a familia dos inibidores de tripsina. Apesar de ser um membro da
familia dos inibidores de protease, esse peptideo monitor estimula a liberagcdo de
CCK (NAKAJIMA et al., 2011).

Esses fatores de liberagdo da CCK sdo degradados em situagdo basal,
favorecendo niveis basais de liberagdo de CCK no sangue, mas em condigbes poés-

prandial, com a presenca de alimentos ou inibidores de proteases no lumen
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intestinal, ha consequentemente uma maior concentragcdo de tripsina no lumen, e
uma menor hidrolise dos fatores de liberacdo da CCK (DBI, LCRF e peptideo
monitor). Assim, eles favorecem uma maior liberacdo de CCK nas células |
(NAKAJIMA et al., 2011).

VESICULA

B""AR " ESTOMAGO

PANCREAS

LCRF  TRIPSINA

Figura 05 - Modelo proposto do papel do inibidor da ligagdo do diazepam (DBI), do fator liberador de

CCK luminal (LCRF) e o peptideo monitor na regulagéo da secregéo de colecistocinina (CCK).

Fonte: Karl-Heinz (1998).

DBI e LCRF sao secretados pelas células epiteliais do pequeno intestino
proximal para o lado luminal de uma forma paracrina O peptideo monitor é liberado
pelo pancreas. Os fatores de liberacdo de CCK DBI, LCRF e peptideo monitor, no
momento pds-prandial, diminuem as suas atividades devido a atividade proteolitica

da tripsina.
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Na presencga de inibidores de protease, ocorre um aumento consideravel de
fatores de liberacdo de CCK (DBI, LCRF e peptideo monitor), quando comparado
com as formas basal ou pés-prandial. Esse aumento dos fatores de liberagao
desencadeiam uma sinalizagao ao se ligar aos receptores da células |, estimulando
assim a secrecao de CCK (LYMAN; LEPKOVSKY, 1957; FOLSCH et al., 1987; HILL
et al., 1990; GARTHOFF et al., 2002; KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011;
NAKAJIMA et al, 2011; CHEN et al., 2012).

Dessa forma, este estudo objetiva avaliar a influéncia do inibidor de tripsina
de pagoca de amendoim sobre a redugdo do ganho de peso em camundongos swiss
e ratos wistar e almeja-se que esta pesquisa possa provocar discussdes sobre o

papel de novas moléculas na saciedade e no ganho ponderal.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de um novo inibidor de tripsina de pagcoca de amendoim sobre a
saciedade e alteragdes bioquimicas e histomorfolégicas em camundongos swiss e

ratos wistar.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o ganho de peso em camundongos swiss submetidos a dieta
hipercaldrica rica em pagoca de amendoim.

e Avaliar o consumo alimentar em camundongos swiss submetidos a dieta
hipercaldrica rica em pagoca de amendoim.

e Avaliar parametros bioquimicos em camundongos swiss submetidos a dieta
hipercalérica rica em pagoca de amendoim.

e Avaliar os efeitos morfofisiolégicos em 6érgaos de camundongos swiss
submetidos a dieta hipercaldrica rica em pagoca de amendoim.

o Purificar o inibidor de tripsina da pacoca de amendoim a partir de seu extrato
proteico.

« Caracterizar o inibidor quanto a estabilidade a agentes desnaturantes (pH e,
temperatura).

« Analisar a massa molecular.

o Caracterizar os parametros de especificidade (ICso e Kjy do inibidor de tripsina
presente em pacoca de amendoim para a tripsina.

e Avaliar o ganho de peso ratos wistar submetidos a dieta com inibidor de
tripsina.

e Avaliar o consumo alimentar em ratos wistar submetidos a dieta com inibidor
de tripsina.

e Avaliar a digestibilidade proteica em ratos wistar.

e Avaliar parametros bioquimicos em ratos wistar submetidos a dieta com
inibidor de tripsina.

e Avaliar o nivel plasmatico de CCK em ratos wistar submetidos a dieta com

inibidor de tripsina.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Pagoca de Amendoim

39

As pacocas foram compradas em estabelecimentos comerciais locais da

cidade do Natal, RN (Brasil), tendo sido sempre analisadas as pagocas de

amendoim da mesma marca.

Figura 06 - (a) Pagoca de amendoim (b) Composi¢do Nutricional da pagoca de amendoim

(a) (b)
Porcdo de 22 g (1 unidade)

Quantidade por porcio % VD (%)
Walor energético | 113 keal = 475 k) 8%
Carboidratos 12 g 4%
Proteinas 33g 4%
Gordurag totais 580 11%
Gorduras zaturadas 07g 3%
Gorduras trans 0 =
Fibra alimentar 0%g 4%
Sodio 41 mg 2%

Fonte: Arquivo pessoal e Rotulo do produto.

4.1.2 Animais

Camundongos swiss machos com dois meses de idade e pesando entre 30—

35 g e ratos wistar machos com dois meses, pesando entre 150-200 g foram obtidos

no biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande

do Norte (UFRN) e Universidade Potiguar (UnP), respectivamente. Os animais foram

ambientados em gaiolas coletivas com, no maximo, cinco animais por gaiola e

mantidos em fotoperiodo de 12/12 horas, a temperatura de 25 + 2 °C e umidade

entre 45 e 55%, com acesso a agua e alimentos ad libitum.
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O protocolo experimental desta pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica
no uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte-UFRN.
Para o desenvolvimento de tal protocolo (n° 021/2011) foram adotados os principios
éticos e os procedimentos de acordo com o Guia Padrao de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério (1996). Este estudo foi efetivado no Laboratério de Quimica
e Funcbdes de Proteinas Bioativas da UFRN, no Biotério do Departamento de
Bioquimica da UFRN e no biotério da UnP. Os residuos gerados durante os

procedimentos foram descartados de acordo com (RDC 33/2003).
4.1.3 Enzimas, substratos e reagentes

Enzimas
e Quimotripsina (Sigma-Co)

e Tripsina (Sigma-Co)

Substrato
e Azocaseina 1% (Sigma-Co)

¢ Bapna (N-a-benzoil-arginina-p-nitroanilida / Sigma-Co)

Reagentes
¢ Dimetilformamida (Sigma-Co)
e Albumina sérica bovina - BSA (Sigma-Co)
e DMSO (dimetilsulfoxido/BDH GPR)
e SDS (dodecil sulfato de sddio - Reagen)
¢ Acrilamida e N’N’-metilenobisacrilamida (Sigma-Co)
e TEMED — N, N, N’,N’-tetrametiletilinodiamino — (Sigma-Co)
e Padrbes de peso moleculares para eletroforese (Fermantas life sciences)
e Coomassie Blue G-250 e R-250 (Sigma-Co)
¢ Imunoenssay CCK (Phoenix Pharmaceuticals, Inc)
e Labtest Diagnostica S.A.®
Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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4.1.4 Equipamentos

e Sistema de cromatografia liquida AKTA purifier (GE)

e Espectrofotdbmetro HITACHI U-2000

e Banho-Maria (Tecnal - Te 056)

e Balanga analitica eletronica — SCIENTECH AS 210

¢ Micro centrifuga eppendorf 5410

e Centrifuga HITACHI CR 21

e Bomba Pump-1 Amersham Biosciences

e Liofilizador Tecnal L108

e Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford,MA, USA)
e Leitor de Elisa Ephot 2.0

4.2 METODOS
4.2.1 Fases do Delineamento Experimental

Foram efetivados trés experimentos com animais para o desenvolvimento das
metodologias in vivo descritas, tendo como objetivo responder as perguntas
relacionadas ao efeito do AHTI no ganho de peso, consumo alimentar, saciedade e
alteragbes sobre parametros bioquimicos, histomorfolégicas e niveis de CCK, visto

no esquema abaixo (Figura 07).



Primeiro Experimento

Avaliacio doPeso,
Consumo Alimentar e
Indices Bioquimicos,

Efeitos Morfofisiologicos;

Ratos wistar

Terceiro Experimento

Avaliacio doPeso, Consumo
Alimentar (1h.2h e 24h)
Avaliacdo do Peso, e Indices Bioquimicos,

Consumo Alimentar e Dosagem de CCK
Indices Bioquimicos,
Digestibilidade Proteica;

Figura 07 - Fases do delineamento experimental com os animais

Fonte: Arquivo pessoal.

16
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4.2.2 Avaliagao do ganho de peso e consumo alimentar em camundongos
swiss submetidos a dieta hipercalérica rica em pagoca de amendoim (Primeiro

experimento)
4.2.2.1 dietas

As dietas experimentais para os camundongos seguiram as especificagdes do
guia Nutrient requirements of the laboratory rat. A dieta padrao (DP) utilizada foi a
comercial Labina. A dieta hipercalérica (DH) padronizada neste experimento foi
composta por uma mistura de farinha de ragcao comercial Labina e o alimento
industrializado, pagoca de amendoim, na propor¢cao de 30% de racdo Labina para
70% de pagoca de amendoim, como demonstrado na Tabela 02. Para a analise da
composigao centesimal foram adicionados ao programa Diet Pro® as informagdes
nutricionais contidas nos rétulos da ragdo Labina e da pagoca de amendoim,
seguindo as regras estabelecidas e as exigéncias Brasileiras determinadas pela
ANVISA (Agéncia nacional de vigilancia nutricional) Resolugéo - RDC n° 360, de 23
de dezembro de 2003 e RDC n° 359, de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 02 - Composigéo centesimal e percentual de contribuigdo dos macronutrientes em 100 g das

dietas padrao (DP) e hipercaldrica (DH) de acordo com o programa Diet Pro®.

Dietas

Variaveis DP DH
Energia (Kcal) 350 454
Proteina (g) 22 22% 15  15%
Lipidios (g) 6 6% 18  18%
Carboidratos (g) 52  52% 58 58%
Cinzas (g9) 11 11% 4 4%
Umidade (Q) 9 9% 5 5%
Total (g) 100 100

Fonte: Arquivo pessoal

DP (racéo Labina)

DH (racao Labina e pagoca de amendoim 1:7).



17

4.2.2.2 Animais

Apéds 6 dias de adaptagédo, os camundongos foram distribuidos casualmente
em dois lotes tratados por 90 dias (14 semanas) com dieta padrao (DP),
denominado grupo padrdo (GP; n = 08) ou com dieta hipercalérica (DH),
denominado grupo teste (GT; n = 08).

4.2.2.1.1 Consumo alimentar

Depois de estabelecido o padrao de consumo alimentar habitual de cada
animal (quanto cada camundongo consome) durante os 6 dias de adaptacdo, os
animais foram submetidos aos testes com as dietas e avaliados quanto ao consumo
alimentar em balanga calibrada. Dessa forma, foi obtida, semanalmente a diferenga
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), de 14 semanas,

considerado o padrao de consumo alimentar habitual individual dos animais.

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

monitorados diariamente.

4.2.2.1.2 Evolucdo do peso corporal

Os camundongos foram pesados individualmente em balanga calibrada, uma
vez por semana por um periodo de 14 semanas. Dessa forma, foi feita a média de

peso (g) por semana, por grupo, de 14 semanas.

4.2.2.1.3 Eficiéncia alimentar

Com a finalidade de analisar a capacidade de o animal converter a energia
alimentar consumida em peso corporal, foi efetivado o calculo da eficiéncia alimentar
(EA). Esse célculo foi obtido dividindo-se o ganho de peso (g) médio semanal dos
animais de cada grupo pelo total de energia ingerida (kcal) média semanal também
de cada grupo, multiplicando por 100 (WHO, 2004). A energia ingerida foi calculada

multiplicando-se a quantidade consumida de alimento semanalmente por cada grupo
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pelo valor calérico de cada dieta. Os resultados foram expressos com a média de

cada grupo durante as 14 semanas.

4.2.3 Avaliagcao dos parametros bioquimicos em camundongos swiss
submetidos a dieta hipercalérica rica em pagoca de amendoim (Primeiro

experimento)

Ao término dos testes com as dietas, depois de 14 semanas, os 16
camundongos (8 GP, 8 GT) foram colocados em jejum por 12 a 15 horas,
anestesiados com xilazina 2% e quetamina 5% e eutanasiados. O sangue foi
coletado por pungao cardiaca e armazenado em tubos Falcon com anticoagulante
EDTA. O soro foi separado por centrifugagdo a 3000 x g por 10 minutos e utilizado
para as determinagdes de glicose (GL), de triglicerideos (TG), de colesterol total
(COL), de lipoproteinas de alta-densidade (HDL) e de lipoproteinas de baixa-
densidade (LDL). O método empregado nas dosagens foi o enzimatico-colorimétrico
(Kit CELM®, Sao Paulo, Brasil). As lipoproteinas de baixa (LDL) foram calculadas
segundo a férmula de Friedwald, 1972, LDL= COL-(HDL+VLDL), sendo VLDL=
triacilglicerol / 5, quando TG menor ou igual a 400 mg/dL. Nas concentragdes de TG
superiores a 400 mg/dL, as concentragcbes de VLDL foram estimadas pelo valor
médio do grupo em questdo. As leituras colorimétricas foram realizadas em

espectrofotdmetro.

Amostras sanguineas também foram submetidas a ensaios enzimaticos para
transaminase glutamica piruvica (TGP) e transaminase glutdmica oxalacética (TGO)

(Labtest diagnostic kit transferases).

Os resultados foram avaliados considerando como referéncia os valores do
grupo controle, entretanto esses valores encontram-se dentro dos intervalos normais
estabelecidos para camundongos swiss em outros biotérios citado na literatura
(SPINELLI et al., 2012).
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4.2.4 Avaliagdo dos efeitos morfofisiolédgicos em pancreas de camundongos
swiss submetidos a dieta hipercalérica rica em pagoca de amendoim (Primeiro

experimento)

Nos 16 camundongos (8 GP e 8 GT) anestesiados com xilazina 2% e
quetamina 5% e eutanasiados, a cavidade téraco-abdominal foi aberta e, na
sequéncia, ocorreu a retirada do pancreas, que foi lavado em solucao salina, seco
em papel absorvente adequado e pesado. Os dados dos pesos do animal e do
orgao foram utilizados para os calculos de peso absoluto e relativo do 6érgao,
contribuindo para a sua caracterizacdo macroscopica e os resultados foram
expressos pela média dos pesos dos pancreas obtidos por grupo. Depois de o
pancreas ser avaliado macroscopicamente e pesado, fragmentos foram retirados do
orgdo e fixados por imersdgo em formol tamponado a 10%. Durante o
processamento, os fragmentos foram desidratados com etanol, diafanizados em xilol
e impregnados e emblocados em parafina. Os cortes histologicos foram preparados
por microtomia, a 4 um, e corados pela técnica de rotina da Hematoxilina-Eosina
(HE). A analise histolégica dos fragmentos ocorreu escolhendo-se aleatoriamente
trés cortes, os quais foram fixados em laminas previamente preparadas com

organosilano.

4.2.5 Obtencgao do extrato bruto e fracionamento proteico da pagoca de

amendoim

As pacocas de amendoim foram maceradas em moinho refrigerado (6 °C) até
a formacao de uma farinha de granulagao fina (40 mesh). As proteinas totais dessa
farinha foram extraidas em tampao Tris HCI 50 mM, pH 7,5, na proporcao de 1:10
(p/v). A mistura foi submetida a agitacdo constante, por 3 horas a temperatura
ambiente. Decorrido o tempo, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4
°C. O sobrenadante foi denominado extrato bruto (EB) e o precipitado foi

denominado PEB.

O extrato bruto foi fracionado por meio da precipitagao sequencial com sulfato
de aménio nas faixas de saturagdo de 0-30% (F1), 30-60% (F2), e 60-90% (F3). Na
sequéncia, cada fragdo foi mantida por cerca de 12 h a 8 °C e centrifugada a 12.000

x g por 30 min, a 4 °C para obtengdo das proteinas precipitadas. Os precipitados
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foram ressuspendidos em tampao Tris HCI 50 mM pH 7,5, dialisados contra o

mesmo tamp&o, e mantidos a -20 °C até a realizagdo dos experimentos (Figura 08).
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Figura 08 - Esquema de extracao e fracionamento proteico com sulfato de aménio em trés

percentuais de saturagéo da pagoca de amendoim.

Pacoca de Amendoim

triturada
Tampdio Tris HC1 50 mM, pH 7,5 ]
Agitagdo por 3h
Centrifugar 10.000x g — 30 min, 4° C
Sobrenadante (EB) Precipitado (Descartar)
Fracionamento 0-30%
Centrifugar 10.000x g — 30 min, 4°
C
1 1
Sobrenadante (deixar over Precipitado (Resuspender com tampao
nigth) tris HCI) — Dialisar contra tampdo (over

nigth)

Fracionamento 30-60%

Centrifugar 10.000x g — 30 min,

4°C

Fracio 1 (F1) ]

Sobrenadante (deixar over

Precipitado (Resuspender com tampdo tris

nigth) HCI) — Dialisar contra tampao (over nigth)
Fracionamento 60-90% Fragao 2 (F2)
Centrifugar 10.000x g — 30 min, 4°
C
1 1
Sobrenadante (Descartar) Precipitado (Resuspender com tampao

tris HCl) — Dialisar contra tampao (over

nigth)

Fragdo 3 (F3) ]

Fonte: Arquivo pessoal
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4.2.6 Obtencao do retido em tripsina da F2 por cromatografia de afinidade em

matriz de tripsina-sepharose 4B

A fragcédo 2 (F2), obtida da precipitagdo com sulfato de amobnio, apresentou a
maior atividade antitriptica, sendo, por isso, escolhida para dar continuidade nas
etapas de purificagao proteica. Cerca de 60 mg da F2 (30-60%), foram aplicados a
uma coluna cromatografica de afinidade de Tripsina-Sepharose 4B (10 cm X 1,5 cm)
em tampao Tris-HCL 50 mM, pH 7,5. As proteinas adsorvidas na matriz foram
eluidas com solucao de HCI 5 mM e coletadas em aliquotas de 3 mL a um fluxo de 2
mL/min. O perfil proteico foi acompanhado por espectrofometria a 280 nm. O pico
retido e eluido da matriz de afinidade foi dialisado contra tampao Tris-HCL 50 mM,
pH 7,5, liofilizado e denominado de AHTI.

4.2.7 Avaliagao do grau de pureza e determinagao da massa molecular dos

inibidores proteicos

Com o intuito de determinar o grau de pureza e a massa molecular, EB, FE e
AHTI, foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em presenca
de SDS, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). Foram
utilizadas placas de vidro de dimensbdes 10x14 cm, espacadores de 0,75 mm e
solucao estoque de acrilamida/bisacrilamida na propor¢cao de 30:2 dissolvidas em
agua destilada para o volume de 100 mL. Essa solugao foi filtrada em papel de filtro
Whatman n° 1 e estocada em frascos escuros a 5 °C. O gel de separagéo foi
preparado numa concentragéo de 20% contendo: 0,372 mL de agua destilada, 1,25
de tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 50 uL de SDS 10%, 3,3 mL de solug¢ao estoque de
acrilamida/bisacrilamida, 25 pL de persulfato de aménio e 3,0 uyL de Temed
concentrado. O gel de concentragao foi preparado com 1,5 mL de agua destilada;
0,625 mL de tampéao Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8; 25 uL de SDS 10%; 0,33 mL de solugao
estoque de acrilamida/bisacrilamida; 12,5 yL de persulfato de aménio e 2,5 yL de
Temed concentrado. As amostras foi adicionado tamp&o de amostra constituido em
Tris-HCI 62,5 mM; SDS 2%; glicerol 10% v/v; 0,01% de azul de bromofenol e 5% [3-
mercaptoetanol. O tamp3o de corrida consistia de Tris 2,5x102M; glicina 1,92x10™
mM e SDS 10%. Aliquotas contendo cerca de 15 ug de AHTI em tampao de amostra
Tris-HCI 6,25x102 M, SDS 2%, glicerol 10% v/v, 0,01% de azul de bromofenol foi

aplicada no gel, o qual foi submetido a uma corrente constante de 20 mA por,
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aproximadamente, 2 horas. Quando o marcador de corrida (azul de bromofenol)
atingiu o final do gel, a eletroforese foi finalizada. Apos a eletroforese, as proteinas
foram detectadas por coloragcdo segundo procedimento descrito por Weber e
Osborne (1969). Para isso, o gel foi submerso em solugéo fixadora, composta por 25
ml de agua destilada, 5 ml de acido acético 10% e 30 ml de etanol 30%, passados
30 minutos retirado da solugao fixadora e colocado over night em solugédo corante de
comassie coloidal composto por 10 ml de metanol e 40 ml de Coomassie blue R250.
O marcador de peso molecular utilizado foi o Fermentas Invitrogen ® (com pesos de
230, 130, 96, 72, 56, 36, 28, 17 KDa).

4.2.8 Determinagodes de proteinas soluveis

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. A leitura de quantificagao proteica foi
realizada em espectrofotdmetro a 595 nm. Os resultados foram expressos em ug de
proteinas soluveis/uL e utilizados para o calculo da atividade especifica expressa em

Ul (unidade inibicdo)/ug de proteinas soluveis.

4.2.9 Atividades antitriptica do extrato e fracoes proteicas determinagdes de

proteinas soluveis

As atividades antitripticas do PEB, EB, F1, F2, F3 e AHTI foram determinadas
utilizando a seguinte metodologia: aliquota de 20 uL da solugdo de tripsina bovina
(0,3 mg/ml HCI 2,5 mM) foram pré-incubada com 560 uL de tampao Tris-HCI 0,05
M, pH 7,5, 120 uL de HCI 2,5 mM e 100 uL de EB, F1, F2 ou F3 e 20 uL de AHTI por
15 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a reacao foi iniciada adicionando-se 500 pL
de solugao de substrato especifico (BApNA 1,25 mM). A reagéo processou-se por
mais 10 minutos, nas mesmas condigdes de incubagdo, e, em seguida, foi
interrompida adicionando-se 120 yL de solucao de acido acético 30%. Todos os
ensaios foram feitos em ftriplicatas e provas em branco foram realizadas. A
absorbancia foi medida a 410 nm. Os resultados foram expressos em Ul/ug de
proteinas soluveis. A Ul foi definida como a quantidade de inibidor capaz de diminuir

em 0,01 nm o valor de absorbancia no ensaio antitriptico.
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4.2.10 Estabilidade do AHTI em variagdées de temperaturas e pHs

Para avaliar a estabilidade térmica de AHTI seguiu-se a metodologia como
descrita por Gomes et al. (2005), na qual aliquotas de 85 uL do inibidor foram
incubadas por 30 minutos, a 40 °C, 60 °C, 80 °C e 100 °C. Decorridos os tempos de
incubagéo, as amostras foram resfriadas a 4 °C e entéo aliquotas contendo 10 ug
(0.30 nM) do inibidor foram utilizadas no ensaio de atividade inibitéria sobre a
tripsina como descrito no item 3.3.8. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e

provas em branco em duplicatas foram efetivadas.

Para avaliar a estabilidade do AHTI apés tratamento em diferentes pHs,
seguiu-se a metodologia como descrita em Gomes et al., (2005), na qual aliquotas
de 2,5 mL do inibidor foram dialisadas contra o tampao com o pH desejado por 16
horas. Esses tampdes sao: para pH 2-4, glicina-HCI; para pH 5-8, fosfato de sédio
monobasico; para pH 9-12, glicina-NaOH, nos quais a concentracéo de soluto foi de
100 mM. Apds 1 h de incubacdo a 37°C nos referidos tampdes, as amostras foram
dialisadas por 4h, em Tris HCI 50 mM, pH 7,5, para ajuste ao pH do ensaio. Os
ensaios de atividade inibitéria para tripsina foram feitos em triplicata utilizando-se 10
Mg (0.3 nM) do inibidor como descritos no item 3.3.8. Provas em branco também

foram realizadas.
4.2.11 Propriedades inibitérias e determinagao da constante de inibigao
4.3.11.1 Determinacgao da ICsg para tripsina

A concentragdo de AHTI que inibe 50% da atividade (ICsp) da tripsina foi
determinada pela construgdo de uma curva de inibigdo que relaciona o percentual de
inibicdo da tripsina e concentracdo de AHTI. Para a construgcdo dessa curva,
concentragoes crescentes de inibidor (0; 1,84; 3,68; 7,35; 11; 14,71; 29,41 e 58,82
nM) foram adicionadas com aliquotas de 10 uL (0,4 ug = 0.012 nM) de enzima e o
ensaio ocorreu como descrito no item 3.3.8. O percentual de inibicdo da atividade da
tripsina para cada concentragao de inibidor foi utilizada na constru¢gao de uma curva

de inibicdo e determinagéo da ICsp



25

4.2.11.2 Determinagao da constante de inibicdo e do mecanismo de inibicdo para
tripsina

Para determinar o mecanismo de inibicdo e a constante de inibicao (Ki), foi
construido o grafico de acordo com Dixon et al. (1979), onde o eixo das abscissas
(X) corresponde as concentragbes crescentes de AHTI (0; 1,84; 3,68; 7,35; 11;
14,71; 29,41 e 58,82 nM) e o eixo das ordenadas (Y) corresponde ao inverso dos

valores da velocidade maxima.

O ensaio enzimatico com tripsina para a determinagao do Ki foi efetivado na
presenca de duas concentracdes de BApNA (1,25 x 102 e 6.25 x 10* M). Os

ensaios ocorreram como descritos no item 3.3.8.

4.2.12 Avaliagdo do ganho de peso e consumo alimentar em ratos wistar

submetidos a dieta com inibidor de tripsina (Segundo experimento)

4.2.12.1 Dietas

As dietas experimentais para os ratos seguiram as recomendag¢des da AIN-
93G de acordo com Reves et al., (1993), tendo sido utilizada a dieta Padrao AIN-
93G (S), dieta aproteica (NP), dieta teste 1 (PA, 70% de pagoca de amendoim) e
dieta teste 2 (AHTI, dieta Padrdao AIN-93G suplementada por gavagem com 50
mg/kg de AHTI), apresentadas na Tabela 3. Para melhor controle foi formado um
grupo com dieta AIN-93G com agua por gavagem (PG; n=06), a fim de determinar a
influéncia do procedimento de gavagem. Todas as dietas AIN-93G foram oferecidas
pela via oral, sendo administrada por gavagem o inibidor AHTI e a agua para o

grupo PG.

Tabela 03 - Composicdes das dietas experimentais utilizadas para os ratos wistar no experimento de

digestibilidade proteica.

g/Kg de ragéo

Dieta Dieta
Padrao Aproteica Dieta Teste 1 Dieta Teste 2
(S) (NP) (PA) (AHTI)

Inibidor de tripsina de pacoca
de amendoim (AHTI) - - - 50
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Pagoca de Amendoim (PA) - - 160 -
Caseina 100 - 40 100
Celulose 50 50 50 50
Sacarose 100 100 - 100
Mix de Minerais 35 35 35 35
Mix de Vitaminas 10 10 10 10
L-Cistina 1,8 - 1,8 1,8
Terc Butil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008
Bitartarato de colina 2,5 25 2,5 2,5
Oleo de soja 40 40 40 40
Amido 397.486 397.486 397.486 397,7

Fonte: Arquivo pessoal

4.2.12.2 Animais

Para avaliagao dos efeitos da administracdo do AHTI foram criados 5 grupos
de ratos wistar ( n= 6). Depois de 3 dias de adaptacédo, seguindo as recomendagdes
de Sgarbieri (1979) com algumas modificagdes, os ratos foram distribuidos
individual e casualmente em 5 lotes em gaiolas metabdlicas e tratados com as dietas
descritas no item 4.2.12.1, oferecidas durante 11 dias, totalizando 14 dias de

experimento.

O consumo das dietas e de agua foi controlado diariamente, assim como o
ganho de peso por animal. As fezes e urinas de cada animal foram coletadas,

identificadas e mantidas em freezer para posterior analise.

4.2.13 Avaliacao da digestibilidade proteica em ratos wistar (Segundo

experimento)

Para a determinacdo da digestibilidade, as dietas foram oferecidas aos 30
ratos (S, NP, PA, AHTI, PG) em gaiolas metabdlicas. As fezes foram coletadas,
considerando o periodo adaptagdo, no 4°, 8° e 14° dias, final do experimento em

recipientes individuais, e mantidas sob refrigeracao.

Ao término, as fezes foram secas em estufa com circulagédo de ar a 105 °C,
por 24 h. Em seguida, foram resfriadas, pesadas e trituradas em multiprocessador
para determinagdo do teor de nitrogénio pelo método de Kjeldahl descrito pela
AOAC (1984).
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A digestibilidade verdadeira foi calculada, medindo-se a quantidade de
nitrogénio ingerida na dieta, a quantia excretada nas fezes e a perda metabdlica no
material fecal. Esta ultima foi estimada pelo montante de nitrogénio excretado pelos
ratos alimentados com dieta livre desse elemento (AMAYA; ACEVEDO; BRESSANI,
1991).

O calculo da digestibilidade verdadeira (DV) foi feito de acordo com a seguinte

férmula:

% Digestibilidade = | — (F-FK) x 100 / I, sempre considerando o padrao de
consumo alimentar habitual individual de cada animal (quanto cada rato consome de

alimento) determinado durante o periodo de 3 dias de adaptacéo.

onde,

| = Nitrogénio ingerido pelo grupo teste.

F = Nitrogénio fecal do grupo teste.

FK = Nitrogénio fecal do grupo com dieta aprotéica.

4.2.14 Avaliagao dos parametros bioquimicos em ratos wistar submetidos a

dieta com inibidor de tripsina (Segundo experimento)

Ao término dos testes com as dietas os 30 ratos (6 dieta S, 6 dieta NP, 6 dieta
PA, 6 dieta AHTI, 6 dieta PG) foram colocados em jejum por 12 a 15 horas e, em
seguida, anestesiados com xilazina 2% e quetamina 5% e eutanasiados. O sangue
foi coletado por puncao cardiaca e armazenado em tubos Falcon. Foram realizadas
as mesmas determinagbes e as andlises obedeceram aos mesmos protocolos
descritos no item 4.2.3. Os resultados foram avaliados considerando como
referéncia os valores do grupo controle, entretanto estes valores encontram-se
dentro dos intervalos normais estabelecidos para ratos wistar em outros biotérios
citados na literatura (DANTAS et al., 2006, GIKNIS; CLIFFORD, 2008, MELO et al.,
2012).
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4.2.15 Avaliagdio do consumo alimentar em tempos especificos, dos
parametros bioquimicos e de CCK em ratos wistar submetidos a dieta com

inibidor de tripsina (Terceiro experimento)

4.2.15.1 Dietas

As dietas experimentais para os ratos seguiram as recomendag¢des da AIN-
93G de acordo com Reves et al., (1993), sendo utilizada a Dieta Padrdo (ANI-93G);
Dieta Caseina (dieta Padrao AIN-93G suplementada por gavagem com Caseina 25
mg/kg); Dieta IS (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por gavagem com Inibidor de
Tripsina de Soja 25 mg/kg); Dieta AHTI 25 (dieta Padrdo AIN-93G suplementada
por gavagem com AHTI 25 mg/kg) e Dieta AHTI 50 (dieta Padrdo AIN-93G
suplementada por gavagem com AHTI 50 mg/kg). Todas as dietas AIN-93G foram
oferecidas pela via oral, sendo administrada por gavagem o inibidor AHTI, a caseina,

o inibidor de tripsina de soja e a agua para o grupo P.
4.2.15.2 Animais

Para avaliacdo do consumo alimentar em tempos especificos, dos parametros
bioquimicos e de CCK foram criados 5 novos grupos de ratos wistar (n= 6). Apos 3
dias de adaptagcédo seguindo as recomendag¢des de Komarnytsky; Cook; Raskin,
(2011), com algumas modificacbes, os ratos foram distribuidos individual e
casualmente em 5 lotes e tratados por 14 dias com as dietas descritas no item
4.212.1.

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

monitorados diariamente.

4.2.15.3 Consumo alimentar

Estabelecido o padrdao de consumo habitual de cada animal (quanto cada rato
consome) durante os 3 dias de adaptacéo, os animais foram submetidos aos testes
com as dietas e avaliados quanto as alteragdes no consumo alimentar 1, 2 e 18
horas apds a administracdo oral de uma dose unica de 100 g das dietas: Dieta
Padrao (P); Dieta Caseina 25 mg/kg; Dieta IS 25 mg/kg; Dieta AHTI 25 mg/kg e
Dieta AHTI 50 mg/kg durante 14 dias. Antes da administracdo oral das dietas,
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diariamente os animais ficavam de jejum durante um periodo de 6 horas. Os

calculos obedeceram ao mesmo protocolo descrito no item 4.2.2.1.1.

Os resultados foram expressos em percentual (%), sendo considerado 100%
a média do padrdo de consumo alimentar habitual dos ratos antes do tratamento (3
dias). Entdo, apdés os testes com as dietas foram obtidas as percentagens de

diminui¢do do consumo em (%).

4.2.15.4 Parametros bioquimicos

No ultimo dia do experimento, ao término da 12 hora apds administracao dos
testes com as dietas, os ratos foram anestesiados com xilazina 2% e quetamina 5%
e eutanasiados. O sangue foi coletado por pung¢ao cardiaca e armazenado em tubos
Falcon. Seguiram-se as determinacdes e as analises obedeceram-se aos mesmos

protocolos descritos no item 4.2.3.

A concentragao sérica de albumina foi determinada pelo sistema de medicao
que se baseia no desvio do pico de absortividade maxima do corante verde de
bromocresol, utilizando-se o kit comercial Labtest Diagndstica S.A.®, a cor formada

€ proporcional a quantidade de albumina na amostra.

Apds esse procedimento os tubos foram misturados e depois de 2 minutos a
leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 630 nm. Para se obter a concentragao

de albumina nas amostras, foi feito o seguinte calculo:

Albumina (g/dL) = (absorbancia do teste/absorbancia do padréo) x 3,8

4.2.15.5 Dosagem de CCK

4.2.15.5.a Coleta do Sangue

Também no ultimo dia do experimento, ao término da 12 hora apéds
administragdo das dietas, foi avaliado o nivel plasmatico de CCK, os 30 ratos (6
dieta P, 6 dieta C, 6 dieta IS 25 mg/kg, 6 dieta AHTI 25 mg/Kg, 6 dieta AHTI 50
mg/kg) foram anestesiados com xilazina 2% e quetamina 5% e eutanasiados. A
coleta do sangue seguiu as especificagdes do Kit (Phoenix Pharmaceuticals Inc).

Assim o sangue foi coletado em tubos a vacuo com EDTA, centrifugado (1,600 x g
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por 15 minutos a 4°C) em tubos de centrifuga contendo (0,6 Aprotinina TIU/ml de

sangue) e o plasma coletado e mantido a -70°C.
4.2.15.5.b Extracdo do plasma

A extracdo do plasma seguiu as especificacbes do Kit (Phoenix
Pharmaceuticals Inc). O plasma foi acidificado com tampao A na proporcéo de 1:1 e
centrifugado por 6.000 x g por 20 minutos a 4 °C. A coluna SEP (contendo 200 mg
de cadeia hidrocarbonada da resinahidrofébica C18) foi lavada com tampéao B (1 mL

uma unica vez) e, em seguida, com tampéo A (3 mL por 3 vezes).

O plasma entao foi adicionado a coluna SEP C18, o material nao retido na
coluna foi eluido com Tampao A (3 mL, 2 vezes) e a CCK, presente nos plasmas
analisados, denominado amostra de CCK dos testes com as dietas, foi eluido com

tampéao B (3 mL, 1 vez) e armazenados em tubo de polietileno.
4.2.15.5.c Imunoensaio

O Imunoensaio seguiu as especificacbes do Enzyme Immunoassay Kit
(Phoenix Pharmaceuticals Inc). Todos os reagentes foram dissolvidos no tampao

denominado “Tampao de ensaio 1 x” diluido 20 vezes fornecido pelo Kit.

Foram adicionados 50 pyL do peptideo padrao (CCK), das amostras de CCK
dos testes com as dietas e do peptideo controle (CCK-26-33, ndo sulfatado; ratos,
camundongos e humanos) em cada pogo e 25 pyL do anticorpo primario, 25 pyL do
peptideo biotinilado, sendo incubados a temperatura ambiente (20-23 °C) por 2

horas.

Em seguida, os pogos foram lavados 4 vezes com 350 uL com “Tampao de
ensaio 1 x”. Foram adicionados 100 yL em cada poco de solugdo de SA-HRP
(peroxidase de estreptavidina) e incubados a temperatura ambiente (20-23 °C) por 1

hora e foram lavados 4 vezes com 350 pyL com “Tampao de ensaio 1 x”.

Por fim, foram adicionados 100 pL de substrato TMB (substrato de
peroxidase) e incubados a temperatura ambiente (20-23 °C) por 1 hora. Finalizada a

reacao, foram adicionados 100 uL de HCL 2N. A absorbancia foi medida a 450nm e
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os resultados foram calculados também de acordo com as especificacdes do

Enzyme Immunoassay Kit (Phoenix Pharmaceuticals Inc).
4.2.16 Analises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade por
meio do teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Os dados que
ndo se adequaram as premissas do teste foram transformados (log 10, In, e raiz
quadrada). O peso, eficiéncia alimentar, consumo alimentar, CCK e parametros
bioquimicos (Glicose, Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL, VLDL,
Triglicerideos, TGO, TGP, GGT, albumina, globulina e proteinas totais) foram
analisados utilizando o teste t-Student ou a ANOVA one-way para constatagéo de
possiveis diferencas entre os grupos ao longo do experimento. Quando diferengas
significativas foram detectadas, o teste post-hoc de Tukey foi utilizado. Para o
consumo alimentar em tempos especificos, evolugdo no ganho de peso e eficiéncia
alimentar, os resultados foram analisados utilizando a ANOVA two-way para
constatacdo de possiveis diferengas entre os grupos ao longo do experimento.
Quando diferengas significativas foram detectadas, o teste post-hoc de Tukey
também foi utilizado, sempre considerando p <0,05. Todos os dados foram
analisados utilizando o software Statistica 7 (Stat Soft, Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS

51 AVALIACAO DO GANHO DE PESO E CONSUMO ALIMENTAR EM
CAMUNDONGOS SWISS SUBMETIDOS A DIETA HIPERCALORICA RICA EM
PACOCA DE AMENDOIM (PRIMEIRO EXPERIMENTO)

Na avaliacdo do ganho de peso e consumo alimentar em camundongos
swiss, foi demostrado que os animais do grupo com dieta hipercalérica (DH), GT,
consumiram uma dieta com valor calérico 29% maior que o GP, grupo com dieta
padrao (DP). Na andlise dos macronutrientes, foi encontrado para DH um percentual
maior de lipidios e carboidratos, 18% e 58% respectivamente, mostrando ser uma
dieta hipercalérica por ser hiperlipidica e hiperglicidica, quando comparada a DP,
oferecendo 4,5 Kcal/g (Tabela 02).

Conforme pode ser visto na Figura 09, ao final de quatorze semanas, houve
um menor consumo alimentar médio do grupo de camundongos GT submetidos a
DH, quando comparado com o GP com dieta padrao (f= 27,2; p <0,05), apés a 5°

semana essa diferenga se torna clara.
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Figura 09 - Consumo alimentar médio em gramas por dia (g/dia) de camundongos swiss submetidos

a Dieta Padrao (Grupo Padrao) e Dieta Hipercaldrica (Grupo Teste) durante 14 semanas.
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Semanas

A dieta padréo utilizada foi a comercial Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercaldrica
padronizada nesse experimento foi 30% de ragdo Labina para 70% de pagoca de amendoim. Dados
expressos em média *+ desvio-padrédo de14 semanas de grupo de animais (Grupo Padréo; n= 08,
Grupo Teste; n=08). * p <0,05 vs Grupo Padrao. ANOVA two-way com teste post-hoc de Tukey.

Em relacdo ao ganho de peso corporal, nas trés primeiras semanas de
tratamento, o peso corporal médio dos camundongos pertencentes aos dois grupos
estudados foi semelhante, no entanto apds a terceira semana foi constatado que o
peso corporal dos animas do GP com dieta DP foi estatisticamente
significativamente (f= 46,0; p < 0,05) maior que os animais do GT com dieta DH
(Figura 10). Sendo demonstrado que os animais do grupo GT ingeriram menor
quantidade de racdo comparado ao GP (Figura 09). E importante ressaltar que a
quantidade em gramas de ragao oferecidas aos camundongos era igual para os dois

grupos.
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Figura 10 - Evolugéo do ganho de peso corporal médio em gramas (g) de camundongos swiss
submetidos a Dieta Padréo (Grupo Padrao) e Dieta Hipercaldrica (Grupo Teste) durante 14 semanas.
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A dieta padréo utilizada foi a comercial Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercaldrica
padronizada neste experimento foi 30% de ragdo Labina para 70% de pagoca de amendoim. Dados
expressos em média *+ desvio-padrédo de14 semanas de grupo de animais (Grupo Padréo; n= 08,
Grupo Teste; n=08). * p <0,05 vs grupo padrédo. ANOVA two-way com teste post-hoc de Tukey.

Quanto a eficiéncia alimentar (EA), ou seja, a conversao de calorias em peso
corporal foi observada maior EA no grupo GP comparado ao grupo GT (Figura 11),
mesmo o GT sendo o grupo submetido a uma dieta mais calérica que o GP (f=16.7;
p<0.05).
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Figura 11 - Eficiéncia alimentar média em gramas por kilocalorias (g/Kcal) de camundongos swiss

submetidos a Dieta Padréo (Grupo Padrao) e Dieta Hipercaldrica (Grupo Teste) durante 14 semanas.
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Semanas

A dieta padréo utilizada foi a comercial Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercaldrica
padronizada, nesse experimento, foi 30% de racéo Labina para 70% de pagoca de amendoim. Dados
expressos em média + desvio-padréo de 14 semanas de grupo de animais (Grupo Padréo; n= 08,

Grupo Teste; n=08). * p <0,05 vs grupo padrédo. ANOVA two-way com teste post-hoc de Tukey.

5.2 AVALIACAO DOS EFEITOS MORFOFISIOLOGICOS EM ORGAOS DE
CAMUNDONGOS SWISS SUBMETIDOS A DIETA HIPERCALORICA RICA EM
PACOCA DE AMENDOIM (PRIMEIRO EXPERIMENTO)

Foi realizada a analise histopatolégica do pancreas dos camundongos e
demonstrado que os animais no GP nao apresentaram alteracéo patoldgica. Ja no
grupo teste (GT), dos 8 animais, apenas 3 (37.5%) apresentaram hiperplasia das

glandulas acinares (Figura 12), sem altera¢des nas ilhotas de Langherans.

A Figura 12 observa-se que nao houve aumento significativo do peso do

pancreas do grupo (GT) quando comparado ao grupo (GP).
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Figura 12 - Histologia do pancreas de camundongos swiss submetidos a Dieta Padrao (Grupo

Padrao) e Dieta Hipercaldrica (Grupo Teste) durante 14 semanas.

(@) (b)

(a) Grupo Teste; n= 08 e (b) Grupo Padrdo; n= 08. No ultimo dia do experimento, o pancreas foi
extraido logo, o tecido foi corado com hematoxilina e eosina. Os grupos foram examinados e os
resultados representativos sdo mostrados (ampliagdo original, x 312). A dieta padrao utilizada foi a
comercial Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercalérica padronizada neste experimento

foi 30% de ragdo Labina para 70% de pagoca de amendoim.

Figura 13 - Morfometria do pancreas de camundongos swiss submetidos a Dieta Padrao (Grupo

Padrado; GP) e Dieta Hipercalérica (Grupo Teste; GT) durante 14 semanas.
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No ultimo dia do experimento, apds a retirada do pancreas, os 6rgaos foram lavados em solugdo
salina, secos em papel absorvente adequado e pesados, o resultado € expresso pela média dos
pesos dos pancreas obtidos por grupo (n=08). A dieta padrao utilizada foi a comercial Labina
(Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercalérica padronizada, nesse experimento, foi 30% de
ragdo Labina para 70% de pagoca de amendoim. Dados expressos em média + desvio-padréo*
indicam diferenca significativa com p<0.05, teste ¢ student.



37

5.3 AVALIAGAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EM CAMUNDONGOS SWISS
SUBMETIDOS A DIETA HIPERCALORICA RICA EM PACOCA DE AMENDOIM
(PRIMEIRO EXPERIMENTO)

Na Tabela 04, constam os resultados da analise bioquimica sérica, onde

apenas os triglicerideos e a HDLc mostraram diferenga significativa entre os grupos.

Tabela 04 - Parametros bioquimicos plasmaticos de camundongos swiss submetidos a Dieta Padréao

e Dieta Hipercaldrica durante 14 semanas.

Grupo Padrao GrupoTeste
(GP) (GT) t P
Média SEM | Média  SEM

Glicose Sanguinea de
jejum (mg/dl)
Colesterol Total
(mg/dl)

HDLc (high-density
lipoprotein colesterol) 56,17 5,31 73,33 4,26 2,518 *0,0305
(mg/dl)

LDLc (low-density

lipoprotein colesterol) 37,80 6,98 36,20 1,20 0,255 0,8270
(mg/dl)

Triglicerideos (mg/dl) 55,83 4,57 76,83 1,05 0,792  *0,0056
TGO  (transaminase

glutadmico 76,50 4,23 82,00 3,51 1,000 0,3400
oxalacética)(U/L)

TGP (transaminase

glutadmico piravica) 30,17 1,35 32,83 2,67 0,889  0,3944
(U/L)

123,70 9,20 134,00 11,25 0,833  0,4260

50,67 2,56 48,17 3,8 0,623  0,5460

A dosagem dos parametros bioquimicos foi realizada, apenas, no ultimo dia do experimento. Dados
expressos em média + desvio-padrdo de grupo de animais; t=calculo do teste; * indicam diferenga
significativa entre os grupos (n=08); p<0.05, teste t student. A dieta padrédo utilizada foi a comercial
Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil). A dieta hipercaldrica padronizada nesse experimento foi 30%

de ragéo Labina para 70% de pagoca de amendoim.

5.4 ISOLAMENTOS DO INIBIDOR DE TRIPSINA DA PACOCA DE AMENDOIM

5.4.1 Atividades antitriptica do extrato e fragcdoes proteicas e determinagées de

proteinas sollveis
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O extrato de proteinas totais da pacoca foi fracionado em trés faixas de
concentracao de sulfato de aménio (F1, F2 e F3) e a atividade inibitoria de tripsina
bovina foi avaliada em cada uma delas. O extrato bruto inibiu a atividade triptica em
2,58 Ul/mg e, dentre as fragbes precipitadas com sulfato de aménio, a F2 (30-60%)

apresentou maior atividade antitriptica, atingindo 18,3 Ul/mg de inibicdo (Figura 14).

Figura 14 - Inibigéo da atividade de tripsina pelo precipitado do extrato bruto (PEB), extrato bruto (EB)
e fragOes proteicas saturadas com sulfato de aménio nas faixas de 0-30% (F1), 30-60% (F2) e 60-
90% (F3) obtidos da farinha de pagoca de amendoim.
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Os resultados foram expressos em Ul (Unidade de Inibigdo)/mg de peso seco da amostra, utilizando-
se 100 uL do PEB, EB F1, F2 e F3 e BApNA como substrato.

5.4.2 Avaliagao do grau de pureza e determinagdo da massa molecular dos
inibidores proteicos por eletroforese em gel de poliacrilamida descontinuo e
desnaturante (SDS-PAGE)

As etapas de purificacdo (EB, F2 e retido da cromatografia de afinidade)
parcial do inibidor de pagoca de amendoim foram analisadas por eletroforese em
condicbes desnaturantes SDS-PAGE 15% corado com Coomassie blue R 250
(Figura 15). Uma unica banda majoritaria foi visualizada, revelando que o inibidor,
nomeado de AHTI, foi parcialmente purificado. O AHTI apresentou rendimento de
63,4 e foi purificado 267 vezes (Tabela 05).
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Figura 15 - Cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose CL 4B da F2 de pagoca de amendoim
e SDS-PAGE do AHTI.
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Perfil proteico a 280 nm (----) e de atividade antitriptica (----) das proteinas retidas e eluidas com
solugdo de HCI 1 mM. Fluxo constante de 3,5 mL/min. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
Descontinuo e Desnaturante (SDS-PAGE) corado com Coomassie blue R250. M - Marcador
molecular EB- Extrato bruto obtido da pagoca de amendoim. F2- Fragdo proteica saturada com
sulfato de aménio na faixa de 30-60% obtido da pagoca de amendoim. RF2 = AHTI - Material retido

da fragdo F2 na coluna de afinidade em tripsina.
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Tabela 05: Etapas da purificagéo parcial do AHTI.

Proteina Atividade Atividade

Etapas V?:S € total inibitéria especifica Pu"?;(;; gao Rect'o? 3r|agao
(mg)  total (U) (Ulimg) oUl)
Extrato Bruto 150 432.00 17.9 0.04 1 100
F2 25 160.00 18.8 0.12 2.75 95.2
AHTI 12 2.64 28.2 10.68 267 63.4

Atividade especifica é obtida pela relagdo da atividade inibitoria total pela proteina total; o indice de
purificagdo é a relagdo da atividade especifica de cada fracdo pela atividade especifica do extrato
bruto; o rendimento é a relagéo entre a atividade inibitéria total de cada fragao pela atividade inibitéria
total do extrato bruto. Uma unidade de inibidor (Ul) foi definida como a quantidade de inibidor que
diminui a atividade da enzima em 0,01 da absorbancia a 410 nm. F2- Fracao proteica saturada com
sulfato de amdnio na faixa de 30-60% obtido da pagoca de amendoim. AHTI - Material retido da

fracdo F2 na coluna de afinidade em tripsina.
5.4.3 Estabilidade do AHTI em variagoes de temperaturas e pH

O AHTI manteve sua capacidade inibitéria sobre a atividade catalitica de
tripsina na faixa de temperatura de 40 a 100 °C. Na Figura 16 pode ser observada
que o AHTI de 60 °C a 80 °C manteve sua atividade maxima de inibicdo da atividade
catalitica da tripsina (92%). Entretanto, acima de 80 °C houve um decréscimo da
atividade inibitéria em torno de 8% (84%).
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Figura 16 - Estabilidade do inibidor parcialmente purificado de pagoca de amendoim (AHTI) em

diferentes temperaturas.
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10 ug (0.30) nM do inibidor foi pré-incubado por 30 min, a 37 °C em diferentes temperaturas (40 °C;
60 °C; 80 °C; 100 °C). A atividade inibitéria sobre a tripsina foi determinada usando BApNA como

substrato.

A estabilidade do AHTI em diversos valores de pH foi testada. Apds ensaio
antitripiptico, verificou-se que a atividade de AHTI diminuiu em valores de pH acima
6,0, como pode ser visto na Figura 17.
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Figura 17 - Estabilidade do inibidor parcialmente purificado de pagoca de amendoim (AHTI) a
variagao do pH.
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10 pg (0.30) nM do inibidor foi pré-incubado por 30 min, a 37 °C em diferentes pHs (2; 3; 6; 8; 11; 12).
A atividade inibitéria sobre a tripsina foi determinada usando BApNA como substrato.

5.4.4 Propriedades inibitorias e determinagao da constante de inibigao

Para determinar a concentracdo de AHTI que inibe 50% da atividade da
tripsina (ICsp) foi construida uma curva de titulagdo e, assim, determinado o
percentual de inibicdo da atividade da enzima para cada concentracdo de inibidor
utilizada (Figura 18). De acordo com a titulagdo, a ICso do AHTI é cerca de 5 ug
(0.15 nM). Outro ponto importante, determinado com base nos dados da curva de
titulacao, foi o percentual maximo de inibigao da tripsina atingido pelo AHTI, sendo

em torno de 93%.
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Figura 18 - Determinagéo do ICs, do inibidor de tripsina purificado de pagoca de amendoim (AHTI).
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Curva de titulagéo utilizando concentragdes crescentes de AHTI: 0; 1,84; 3,68; 7,35; 11; 14,71; 29,41
e 58,82 nM e concentragao fixa de tripsina (12,88 uM). A concentragdo de AHTI que inibe 50% da

atividade da tripsina (ICs) foi determinada usando BApNA como substrato.

Dessa maneira, foi construido o grafico para determinagao da Ki de AHTI de
acordo com Dixon et al. (1979) (Figura 19). Esse grafico levou em consideragéo os
valores de intersegdo com o eixo 1/v e de inclinacdo das retas de tendéncia do
grafico de duplo-reciproco e as concentragdes de inibidor usadas no ensaio. Com

base nesses dados, foi calculado um Ki de 0,085 nM.
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Figura 19 - Determinacgao do valor de Ki do inibidor de tripsina purificado de pagoca de amendoim
(AHTI).
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A constante de inibigao (Ki) de AHTI sobre a tripsina foi determinada pelo método de Dixon et al.,
(1979). O valor de Ki foi obtido dos interceptos das retas das duas concentragdes do substrato

BApNA utilizadas. O valor da velocidade foi determinado por V=DO405nm/h/mL.

5.5 AVALIACAO DO GANHO DE PESO E DO CONSUMO ALIMENTAR EM RATOS
WISTAR SUBMETIDOS A DIETA COM INIBIDOR DE TRIPSINA (SEGUNDO
EXPERIMENTO)

5.5.1 Avaliagao da digestibilidade proteica em ratos wistar

O experimento da digestibilidade proteica de ratos wistar, alimentados com
racao AIN-G93 e suplementados com 50 mg/kg de AHTI por gavagem foi realizado
para avaliar a influéncia do AHTI na digestdo das proteinas da ragdo. O experimento
de digestibilidade proteica com a suplementacdo com AHTI revelou que a dieta

possui digestibilidade semelhante a da dieta padrao (AIN-96G) (Tabela 06).
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Tabela 06 - Parametros da Digestibilidade Verdadeira (Dv) e Aparente (Da) em ratos wistar
submetidos a dieta padréo, aproteica, com pagoca de amendoim e com inibidor de tripsina de pagoca

de amendoim (AHTI) durante 11 dias.

Dieta Padrao Dieta teste 1 Dieta teste 2
Dieta controle (Padrao (Padrao + (Padrao + ANOVA
Padréao + gavagem com 70% avagem com
gavag gavag
agua) amendoim) AHTI)
f=2.227
96.36 96.68 96.32 94.40 p=
Da (%) 0.137
f=3.857
93.70 93.10 90.70 90.68 p=
Dv (%) 0.067
f=3.247
VBa 93.50 93.40 92.30 91.60 p=
(%) 0.060

Dados expressos em porcentagem (%) em média de 11 dias de grupo de seis animais.* Indicam
diferenga significativa entre os grupos (n=6); p<0.05, ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey;
f= célculo do teste. VBa- Valor Bioldgico Aparente. Dietas: dieta Padréo (AIN-93G), dieta aproteica
(AIN-93G sem proteina), Dieta Padréo controle (AIN-93G suplementada por gavagem com agua)
dieta teste 1 (70% de pagoca de amendoim e 30% de AIN-93G) e dieta teste 2 (AIN-93G
suplementada por gavagem com 50 mg/kg de AHTI).
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Durante os 11 dias, também foi verificado que o ganho de peso do grupo
padrao foi superior quando comparado aos ratos suplementados com AHTI (Figura
20). Além disso, o consumo de ragado foi menor nos grupos tratados com AHTI
(Tabela 07).

Figura 20 - Ganho de peso médio em gramas por dia (g/dia) de ratos wistar submetidos a dieta
Padrao, aproteica, com pagoca de amendoim e com inibidor de tripsina de pagoca de amendoim
(AHTI) durante 11 dias.
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Dietas: Dieta Padrao AIN-93G (S), Dieta Padrao AIN-93G com agua por gavagem (PG), Dieta padrao
30% AIN-93G + 70% de amendoim (PA), Dieta aproteica (NP) e Dieta Padrdo AIN-93G com inibidor
de tripsina de pagoca de amendoim por gavagem (AHTI). Dados expressos em média + desvio-
padrédo de 11 dias de grupo de seis animais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos com p<0.05, ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey

Os valores para os exames bioquimicos (Tabela 08) mostraram poucas
diferengas entre os grupos. Para a glicose, os triglicerideos e TGP, o grupo NP teve
uma redugdo quando comparado com o0s outros grupos, ja para a TGO teve

aumento quando comparado aos demais.
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Tabela 07: Consumo alimentar médio em gramas (g/dia), no 1° dia, 5° dia e 11 ° dia de ratos wistar
submetidos a dieta Padrdo, aproteica, com pagoca de amendoim e com inibidor de tripsina de pagoca

de amendoim (AHTI) durante 11 dias.

PG PA AHTI
s (Padrao NP (70% (padrao ANOVA
~ com agua . ° com AHTI
(Padrao) or (aproteico) pacgoca de or
P amendoim) P
gavagem) gavagem)
° a, f=0,870
b oS 7ssates OOOETIT 94441850 seor125 =
, 0,514
o f=10,99
> 1; S 1?:22;\* 9,58 +3,06" 1130F212 5430588 P
o b, f=28,188
Ga  ves apevec  T45:208" OTO%21Z gq5i098  p-

0,003

Dietas: Dieta Padrao AIN-93G (S), Dieta Padrao AIN-93G com agua por gavagem (PG), Dieta padrao
30% AIN-93G + 70% de amendoim (PA), Dieta aproteica (NP) e Dieta Padrdo AIN-93G com inibidor
de tripsina de pagoca de amendoim por gavagem (AHTI). Dados expressos em média + desvio-
padrdo de 11 dias de grupo de seis animais. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os
grupos com p<0.05, ANOVA two-way com teste post-hoc de Tukey. f= célculo do teste.
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Tabela 08- Parametros bioquimicos plasmaticos de ratos wistar submetidos a dieta Padréo, aproteica, com pacoca de amendoim e com inibidor de tripsina
de pagoca de amendoim (AHTI) durante 11 dias.

P PG NP PA AHTI
(Padrao) (Padrao com (aproteico) (70% pagoca (padrao com ANOVA
agua por de AHTI por
gavagem) amendoim) gavagem)
Glicose Sanguinea de jejum 151,20 162,3 + 93,00 + 153,32 + 126,00 + f=16.57
(mg/dl) 5,442 9,008 12,29° 6,25° 56,342 p =0.006
51,4 + 59,70 + 41+ 47,83 + 56 + f=1.371
Colesterol Total (mg/dl) 4,132 5,922 3,59° 2,58 25,042 p=0.314
HDLc (high-density lipoprotein 24,20 + 23,83 + 20,00+ 20,85 + 25,75 + f=0.951
colesterol) (mg/dl) 1,152 2,023 0,73° 1,272 11,512 p =0.475
LDLc (low-density lipoprotein 19,20 + 22,67 £ 18,00 + 22,33 + 19,00 + f=4.886
colesterol) (mg/dl) 3,38° 4,120? 2,702 1,522 8,49 p =0.019
16,6 + 18,50 + 19,5 + 23,16 £ 18,23 + f=2.837
Triglicerideos (mg/dl) 2,372 1,952 2,012 3,90° 5,47° p =0.082
TGO (transaminase glutamico 82,00 + 91,00 + 102,00 + 83,66 + 85,59 + f=10.49
oxalacética)(U/L) 8,08 1,932 10,21° 3,852 10,972 p =0.075
TGP (transaminase glutamico 24,40 26,83 + 13,75 28,83 + 22,74+ f=23.78
piravica)(U/L) 4,76° 1,932 1,11° 3,652 4,60° p =0.061

A dosagem dos parametros bioquimicos foi realizada, apenas, no ultimo dia do experimento (14° dia). Dietas: Dieta Padrao AIN-93G (P), Dieta Padrao AIN-
93G com agua por gavagem (PG), Dieta Padrdo 30% AIN-93G + 70% de amendoim (PA), Dieta aproteica (NP) e Dieta Padrao AIN-93G com inibidor de
tripsina de pagoca de amendoim por gavagem (AHTI). Dados expressos em média + desvio-padrdao de grupo de seis animais. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre os grupos com p<0.05, ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey. f= calculo do teste
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5.6 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR EM TEMPOS ESPECIFICOS, DOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE CCK EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS A
DIETA COM INIBIDOR DE TRIPSINA (TERCEIRO EXPERIMENTO)

Ao analisar o consumo alimentar na 1%, 2% e 18 horas apds a administragao
de AHTI foi possivel observar maior redugdo do consumo alimentar nos grupos

suplementados com AHTI como mostrado na Figura 21.

Figura 21 - Redugéo do consumo alimentar 1, 2 e 18 horas apds a administragéo por gavagem de
uma dose unica de concentragdes diferentes de inibidores de tripsina durante 14 dias.

80,0 -
C
¢ B Padrdo
70,0 -
B Caseina
600 - b, d 5 u 1S 25mg/kg
500 - B AHTI 25mg/kg

B AHTI 50mg/kg
40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

1 hora 2 haras 18 horas

Die
tas (100 g): Dieta Padrdao (ANI-93G); Dieta Caseina (dieta Padrao AIN-93G suplementada por
gavagem com Caseina 25 mg/kg); Dieta IS (dieta Padrao AIN-93G suplementada por gavagem com
Inibidor de Tripsina de Soja 25 mg/kg); Dieta AHTI 25 (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por
gavagem com AHTI 25 mg/kg) e Dieta AHTI 50 (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por gavagem

com AHTI 50 mg/kg). Dados expressos em percentual (%) em média + desvio-padréo de 14 dias de
grupo de seis animais. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos com p<0.05,

ANOVA two-way com teste post-hoc de Tukey. f= célculo do teste.
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A Tabela 09, mostra os resultados dos parametros bioquimicos avaliados no
término do experimento, no 14° dia, uma hora apds a administracdo oral de uma
dose unica de 100 g das dietas e ndo houve diferengas importantes nos parametros
avaliados ao comparar os grupos tratados e controle.



Tabela 09- Parametros bioquimicos plasmaticos de ratos wistar uma hora apds a administragéo por gavagem de uma dose Unica de diferentes

concentragdes de inibidores de tripsina durante 14 dias.

P C IS AHTI AHTI ANOVA
25 (mg/Kg) (25 mg/kg) (25 mg/Kg) (50 mg/Kg)

Glicose Sanguinea f=2.141
de jejum (mg/dl) 219,00 +18,50° 212,20 + 62,20° 180,00 + 25,80° 156,00 + 16,10° 180,00 + 28,40° p=0.111
Colesterol Total f=3.442

(mg/dl) 68,60 + 10,50° 81,80+7,79° 88,90+ 10,60°  80,00%+10,60° 83,20 +6,90° p=0.027

HDLc (high-density f=3.168

lipoprotein colesterol) 24,20 +3,80° 32,90 +7,67*° 35,00+ 7,64*®  34,70+5,70° 33,402 + 3,70°  p=0.033
(mg/dl)

LDLc (low-density =1.132

lipoprotein colesterol) 26,20 + 8,20° 33,40+ 6,10° 39,00 + 12,60° 33,40 +22,20° 36,50 + 8,00° p=0.368
(mg/dl)

f=1.267

VLDLc 16,40 + 3,79° 20,25 + 6,63° 14,97 + 6,78° 12,10 + 8,73° 13,27 +6,09°  p=0.314

=1.310

Triglicerideos (mg/dl) 82,20 + 18,74* 102,50 + 33,13° 75,00+ 33,897  61,33+44,60° 65,67 + 32,49° p=0.298

TGO (transaminase 147,25 + 3,75° 158,80 +49,26° 151,34+ 6,23 147,70 + 1590° 153,70+ 9,36  f=1.329

glutédmico p=0.293

oxalacética)(U/L)
TGP (transaminase f=3.242
glutédmico pirivica) 66,39 + 2,352 60,00 + 8,05*® 67,50 +4,13*° 61,04 + 2,14° 59,70 + 2,84°  p=0.063
(UL)
GGT (gama
glutarilaminotransfer f=3.858
ase) (U/L) 5,52 + 0,68° 7,06 + 0,83%° 10,63 + 1,24° 9,73+ 0,22° 7,83+1,18°  p=0.017
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f=3.358
Albumina (g/dL) 4,48 +0,12° 4,58 + 0,15° 4,96 +0,21° 4,50 +0,15° 4,41 £ 0,08° p=0.088

A dosagem dos parametros bioquimicos foi efetuada, apenas no ultimo dia do experimento (14° dia). Dietas (100 g): Dieta Padrdo (ANI-93G); Dieta Caseina
(dieta Padrao AIN-93G suplementada por gavagem com Caseina 25 mg/kg); Dieta IS (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por gavagem com Inibidor de
Tripsina de Soja 25 mg/kg); Dieta AHTI 25 (dieta Padrao AIN-93G suplementada por gavagem com AHTI 25 mg/kg) e Dieta AHTI 50 (dieta Padréo AIN-93G
suplementada por gavagem com AHTI 50 mg/kg). Dados expressos em média + desvio-padrdo de grupo de seis animais. Letras diferentes indicam diferenga

estatistica entre os grupos com p<0.05, ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey. f= calculo do teste.



77

No estudo da dosagem de CCK plasmatico, constatou-se, nos grupos
tratados com AHTI, aumento do nivel desse hormdnio quando comparados com os

grupos controles (Figura 22).

Figura 22 - Niveis plasmaticos de CCK em ratos wistar uma hora apds a administragcao por gavagem

de uma dose unica de diferentes concentragdes de inibidores de tripsina durante 14 dias.

CCK plamatico pmol/l

Dietas (100 g): Dieta Padréo (ANI-93G); Dieta Caseina (dieta Padrao AIN-93G suplementada por
gavagem com Caseina 25 mg/kg); Dieta IS (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por gavagem com
Inibidor de Tripsina de Soja 25 mg/kg); Dieta AHTI 25 (dieta Padrao AIN-93G suplementada por
gavagem com AHTI 25 mg/kg) e Dieta AHTI 50 (dieta Padrdo AIN-93G suplementada por gavagem
com AHTI 50 mg/kg). A dosagem de CCK foi realizada apenas no ultimo dia do experimento (14° dia).
Os resultados sao expressos em pmol/L de CCK plasmatico em média £ desvio-padrdo. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos com p<0.05, ANOVA one-way com teste post-

hoc de Tukey. f= calculo do teste.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, ha um crescente interesse da populacdo em incluir, em seus
habitos alimentares, o consumo de alimentos que promovam beneficios a saude, os
chamados alimentos com propriedades nutracéuticas ou funcionais. Dentre tem-se
se destacado o amendoim, que pode ser utilizado na forma torrada ou até mesmo

em forma de sobremesas e doces, como a pagcoca de amendoim.

Dentre os beneficios aribuidas ao amendoim, ressalta-se a sua capacidade
em influenciar na reducado do ganho de peso (ALPER; MATTES, 2002; RAJARAM,;
SABATE, 2006; MATTES; KRIS-ETHERTON; FOSTER, 2008). E provavel que essa
agao se deva pela inducao da saciedade condicionada por diversos fatores e, dentre
eles, destaca-se a presenca de peptideos e proteinas bioativas atuando de forma
especifica modulando a secre¢cdo de hormodnios sacietogénicos como a CCK
(KISSILEFF et al., em 1981; McLAUGHLIN; PEIKIN; BAILE, 1983; LIDDLE et al.,
1984; GREEN; LEVAN; LIDDLE, 1986). Além do amendoim, para alguns de seus
produtos derivados também tem sido investigada e comprovada a influéncia do seu
consumo no controle de peso, como foi demonstrado para o 6leo e para a manteiga
de amendoim (SALES et al., 2005; COELHO et al., 2006; MATTES; KIRKMEYER,;
2000). No entanto, sao escassos os estudos com outros produtos e por isso, alguns
deles vém sendo pesquisados, como a pagcoca de amendoim, pelo fato de ser muito
produzida, consumida e, principalmente, pela sua relacdo com o aumento de peso,

por se tratar de uma sobremesa hipercaldrica.

Neste estudo ficou evidente que a pagoca de amendoim, assim como o
amendoim in natura, o 6leo e a manteiga de amendoim, procovocaram reducédo do
ganho de peso nos animais analisados (Figura 12) por promover a redugdo do
consumo alimentar (Figura 11), provavelmente por causar saciedade. No primeiro
experimento, os camundongos foram expostos a dieta hipercaldrica, hiperlipidica e
hipeglicidica rica em pagoca de amendoim por 14 semanas, sendo possivel também
avaliar a influéncia desse consumo nos niveis plasmaticos de Glicose, Triglicerideos,
Colesterol total e fragées, Transaminase Glutdmica Oxalacética e Transaminase
Glutamica Piruvica, além dos efeitos morfofisioldgicos provocados pela exposi¢cao
cronica a dieta. Pode-se observar que o nivel de trigliceridios do grupo GP (55,83;

SEM= 4,57) revelou-se elevado quando comparado ao grupo GH (26,83; SEM=
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1,05) (p= 0,0048; t= 0,225), assim como o HDLc do GH (73,33; SEM= 4,26) que
também aumentou quando comparado ao GP (56,17; SEM= 5,31) (p= 0,0305; t=
2,518). Estudos com amendoim também apresentaram aumento dos niveis de HDLc
para os animais analisados (CINTRA et al., 2006). Efeito esperado levando em
consideracio as atribuicbes de saude relacionadas ao amendoim por diminuirem o
risco de doengas cardiovasculares (HU et al., 1998, MUKUDDEM-PETERSEN;
OOSTHUIZEN; JERLING, 2005). Quanto ao aumento dos triglicerideos é possivel
que tenha ocorrido essa elevacao pelo fato de a dieta DH ser rica em pacoca de

amendoim e se apresentar como hiperglicidica (CINTRA et al., 2006).

No mesmo experimento, com respeito as alteracbes histomorfoldgicas,
especialmente a hiperplasia do pancreas, identificadas no grupo GH (Figura 11 e
12), deve ter ocorrido pela abundéancia de proteinas na dieta, mesmo a dieta nao
sendo hiperproteica, ja que o principal constituinte da pacoca de amendoim é o
amendoim, semente rica em proteinas. Em adigdo, alguns estudos em que foram
oferecidas dietas ricas em proteinas e em inibidores de tripsina mostraram, também,
aumento do pancreas em ratos (GREEN; LEVAN; LIDDLE, 1986). Entretanto, Sato
et al., (2002) nao observaram efeitos patolégicos por exame histolégico em pancreas
de camundongos que receberam o inibidor de tripsina sintético, camostat, apos 14
dias de experimento, utilizando 0,1% de inibidor na dieta padrdo. Dessa maneira, a
dose e o tempo de exposicao ao inibidor parecem ser determinantes em provocar os

mais diversos efeitos morfolégicos citados na literatura.

Em face desses resultados especulou-se sobre a possibilidade da presenca
do inibidor de tripsina em amendoim também estar contido na pagoca de amendoim
e que este estivesse influenciando na redugdo do ganho de peso ja que outros
inibidores de tripsina, como: Inibidor de tripsina de Soja (SBTI) (McLAUGHLIN;
PEIKIN; BAILE, 1983), Inibidores de tripsina de Fava Beans (VIDAL-VALVERDE et
al., 1997) e Inibidores de tripsina de Batata (HILL et al., 1990; KOMARNYTSKY;
COOK; RASKIN, 2011) provocaram efeito fisiologico influenciando na redugao do

ganho de peso.

Sendo assim, um novo inibidor de tripsina foi identificado e parcialmente
purificado da pagoca de amendoim. Na literatura outros inibidores de amendoim ja

haviam sido purificados.
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Para isso, a pacoca de amendoim foi submetida ao fracionamento de suas
proteinas com sulfato de amodnio e a fragcao correspondente a 30- 60 % de saturacao
(F2) apresentou maior atividade antitriptica, com 18,3 Ul/mg de proteina (Figura 13).
Essa fracao foi, entdo, selecionada e aplicada a uma coluna de afinidade tripsina-
Sepharose 4B (Figura 14), que reteve uma amostra proteica e apresentou 92% de
inibicdo para a atividade catalitica da tripsina. A analise por SDS-PAGE do material
retido na cromatografia de afinidade evidenciou, uma banca proteica predominante
com massa molecular de, aproximadamente, 33 kDa. Na literatura existem relatos de
outros inibidores de tripsina que ja foram purificados, e contendo menores massas
moleculares (TUR-SINAI, 1972; NORIOKA, OMICHI, IKENARA, 1982; MALEKI et al.,
2003; DODO et al., 2004). Assim, esse novo inibidor de tripsina, parcialmente

purificado da pagoca de amendoim, foi denominado de AHTI.

Semelhantes a outros inibidores de tripsina purificados e caracterizados
(MACEDO; MATOS; MACHADO, 2000; OSMAN et al., 2002), o AHTI foi bastante
termo-resistente, mantendo sua atividade inibitdoria total sobre a atividade da enzima
tripsina, quando aquecido até 80 °C, reduzindo apenas em 8% sua atividade quando
aumentada a temperatura para 100 °C. Esse fato explica o motivo pelo qual,
surpreendentemente, o inibidor de tripsina presente na pacoca de amendoim nao
perdeu sua atividade (desnaturado) pelos processos industriais. A atividade inibitoria
frente a diferentes pHs foi alterada quando o inibidor foi submetido a valores de pH
maiores que 4, com reducado de 20% da inibicdo da atividade catalitica da enzima
tripsina. Essa estabilidade é provavelmente, devido a presencga de pontes dissulfeto
entre suas cadeias polipeptidicas. Vale salientar que o dominio da base molecular e
da estabilidade das proteinas € importante para o conhecimento basico, mas
também para otimizar as aplicagdes biotecnoldgicas em nivel industrial (GOMES et
al., 2005). Essa alteracao na atividade inibitéria frente a valores de pH acima de 4,
mostra um provavel efeito amenizado da agao desse inibidor no intestino, ja que, no
lumen dos animais testados, o pH encontra-se em torno de 7, sendo uma provavel
explicacdo para auséncia dos efeitos citdxicos avaliados por meio dos parametros

bioquimicos e morfoldgicos.

Quanto a cinética de AHTI, constatou-se que é do tipo competitiva de acordo

com Dixon, et al., (1979), assim como outros inibidores de tripsina ja descritos na
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literatura (ARAUJO et al., 2005; GOMES, 2004), entretanto a grande maioria dos

inibidores de tripsina que apresenta inibicdo é do tipo competitiva.

AHTI apresentou uma constante de inibicao (ki) de 8.5 x 10" M para a
tripsina bovina, revelando ter uma maior afinidade por essa enzima quando
comparada a outros inibidores ja descritos na literatura, como o de sementes de
Dimorphandra mollis, com ki de 5.3 x 107"°M (MACEDO; MATOS; MACHADO,
2000), o de sementes de C. Paulina (CPTI), com ki de 4.5 x 10°M (PANDO et al.,
1999) e o de C Pallida, com ki de 8.8 x 10" M (GOMES, 2004). Norioka; Omichi;
Ikenaka, (1982) purificaram e caracterizaram 5 inibidores de protease em amendoim
(A-l, A-Il, B-I, B-Il, B-Ill), com valores de Ki variando entre 1,4 e 4,4 x 107 M. Assim,

comparado ao AHTI, este se apresenta com maior afinidade para tripsina bovina.

Dessa forma, diante da redugdo do ganho de peso apresentada pelos
camundongos swiss submetidos a dieta hipercalérica rica em pacoca de amendoim
e a presenca do inibidor de tripsina na pagcoca de amendoim, foi realizado um

segundo experimento com ratos wister submetidos a dieta com o inibidor (AHTI).

Nesse experimento, foi analisada a digestibilidade proteica em ratos com o
consumo de pagoca de amendoim e AHTI parcialmente purificado, bem como a
evolucdo no ganho de peso desses animais e dosados alguns parametros
bioquimicos plasmaticos. A intengao foi saber se a redugdo do ganho de peso era
devido a uma desnutricdo provocada por uma menor disponibilidade proteica pela
presenca do AHTI ou se o efeito, na redugao do ganho do peso dos animais era, de
fato, em decorréncia da saciedade. Como esperado, os animais submetidos a dieta
suplementada com o AHTI, apresentaram menor ganho de peso comparados ao
grupo controle e ndo foram identificadas diferengas estatisticas significativas entre
0s grupos caseina e AHTI na digestibilidade proteica verdadeira e aparente. Dessa
maneira, o AHTI ndo influenciou negativamente no aproveitamento das proteinas
oferecidas pela dieta. Inclusive, alguns autores sugerem que ha uma compensagao
da inibigdo da tripsina no intestino, ocorrendo uma estabilidade por um aumento da
secrecao enzimatica e maior absorcao de proteinas na parte distal do intestino
(KROGDAHL; LEA; OLLI, 1994), podendo ter ocorrido 0 mesmo no experimento em

questao.
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Ademais, de acordo com os resultados demonstrados por Sgarbieri (1979),
dietas com inibidor de tripsina purificado a partir de feijdo Rosinha G2 (Phaseolus
vulgaris L.) administrado em ratos wistar ndo tiveram efeito adicional sobre a
digestibilidade proteica e, assim como é esperado, a atividade da protease intestinal
nao foi prejudicada pela dieta com inibidor de tripsina. Em contrapartida, segundo
Peace et al., (1991), ratos também da linhagem wistar alimentados com SBTI
apresentaram uma redugao no ganho de peso, na eficiéncia alimentar, entretanto
reduziram também a digestibilidade quando comparados com um grupo controle que

recebia caseina.

No estudo em questdo também foi avaliada a proteina plasmatica albumina. E
importante lembrar que a albumina é sintetizada pelo figado, utilizando proteina
dietética e que a sua presenca no plasma cria uma forca osmotica que mantém o
volume de liquido dentro do espago vascular, sendo um bom indicador do
metabolismo proteico (GONZALEZ, 2009). Dessa forma, vale destacar que os
animais ndo demostraram variagdes estatisticas significativas entre os grupos para
0s niveis de albumina, corroborando o fato de que os animais nao apresentaram
desnutricdo e perderam peso pela redugcdo do consumo alimentar em funcédo da

saciedade.

Além da albumina, outros pardmetros foram dosados e apesar dos resultados
bioquimicos com camundongos, dentre os varios analisados, terem mostrado
diferenca estatistica significativa nos niveis de triglicerideos e HDLc, para os
experimentos desenvolvidos com ratos, apenas no primeiro experimento com o
grupo PA foi possivel também perceber o aumento dos triglicerideos. Quanto aos
outros pardmetros analisados nao foi encontrada diferenca importante entre os
grupos, sobretudo os valores se mostraram dentro dos intervalos de normalidade,
referéncia em outros biotérios (DANTAS et al., 2006, GIKNIS; CLIFFORD, 2008,
MELO et al., 2012).

Outros estudos com ratos wistar (PEACE et al., 1991; KOMARNYTSKY;
COOK; RASKIN, 2011) e também com camundongos swiss (ROY; SCHNEEMAN
1981) néo revelaram alteragdes no perfil lipidico, bem como nas dosagens de
glicose e transaminases (CAMPELLO et al.,, 2009; RIBEIRO et al., 2010;
KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011). Quanto a TGO e TGP, se sabe que elas
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possuem fungdes similares e sua elevagao no soro sanguineo tem sido amplamente
utilizada como indicativo de hepatotoxicidade ou injuria hepatocelular (CAMPELLO
et al., 2009). Mais um dado que se soma para afirmar que o AHTI ndo provocou

efeito citotdxico nas doses e condi¢des estudadas.

Em experimentos com suinos, para modelar humanos devido a semelhancas
na fisiologia digestiva e anatémica, Garthoff et al., (2002) quando testaram a
administracdo de uma preparagao parcialmente purificada do inibidor de tripsina
extraido da farinha de soja, com 511 mg/100g de matéria seca da dieta, enquanto
que o grupo controle recebia alimentagado sem inibidor, demonstraram que os grupos

também nao apresentaram diferengas entre os parametros bioquimicos testados.

Em face da redugdo do ganho de peso afetando os camundongos e ratos
tratados com a pagoca de amendoim e o AHTI, respectivamente; menor consumo
alimentar quando comparados ao grupo controle; auséncias de alteragbes para os
parametros bioquimicos e O6érgdo analisado; além da falta de indicios de
comprometimento do estado nutricional condicionada pela administracdo da pacgoca
e/ou do inibidor; acredita-se que a reducédo do ganho de peso realmente seja devido
a saciedade. Esses resultados corroboram os encontrados para amendoim puro,
améndoas, castanhas, além dos alimentos derivados do amendoim que também
influenciaram no controle do peso corporal (SABATE, 2003; GARCIA-LORDA;
RANGIL; SALAS-SALVADO, 2003; COELHO et al., 2006; MATTES; KIRKMEYER;
2000).

Sendo assim, a redugao do ganho de peso verificado nos animais em estudo
nao sendo devido a desnutricdo, mas sim a saciedade que supostamente estaria
provocando menor consumo alimentar, condicionada pela administracdo do inibidor
de tripsina (AHTI); poderia ser devido ao aumento plasmatico de CCK, que tem
efeito sacietogénico e relagdo com os inibidores de tripsina. Dessa maneira, este
poderia ser o mecanismo do candidato, responsavel pela diminuigdo do ganho de
peso em ratos e camundongos tratados com AHTI, bem como ja demonstrado em
outros estudos com outros inibidores de tripsina (HILL et al., 1990; KOMARNYTSKY;
COOK; RASKIN, 2011; NAKAJIMA et al, 2011; CHEN et AL, 2012). Essa condigao
pode ser explicada por meio da sinalizacao por feedback positivo entre o inibidor de

tripsina e o horménio sacietogénico CCK. Assim, esse horménio atuando no nucleo



84

arqueado produziria um efeito supressor da fome, haja vista a diminuicdo do

consumo alimentar existente nos experimentos com camundongos e ratos.

Para comprovar a hipotese sugerida do efeito da redugdo do ganho de peso
decorrente do consumo de dietas rica em pacoca de amendoim e em AHTI ser
devido a saciedade promovida pelo aumento plasmatico de CCK, foi realizado o
terceiro experimento para dosar os niveis plasmaticos de CCK quando os animais
eram submetidos as dietas ja citadas acima. Dessa maneira, foi possivel detectar um
aumento significativo de CCK plasmatico em ratos suplementados com AHTI nas
concentragcées de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg, quando comparados com 0S grupos
Padrdo, Caseina e SBTI, que € um conhecido inibidor de tripsina com acéo
sacietogénica (McLAUGHLIN; PEIKIN; BAILE, 1983; GARTHOFF et al, 2002),

revelando que o AHTI é uma proteina com potencial efeito sacietogénico.

Esses resultados também foram encontrados em animais submetidos a dietas
contendo um concentrado de inibidores de protease (PPIC) (100mg/kg)
(KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011), SBTI (100 mg/ kg) (McLAUGHLIN;
PEIKIN; BAILE, 1983), extrato proteico de batata (Potein) (100 mg/ kg; 200 mg/ kg e
400 mg/ kg) (NAKAJIMA et al., 2011) e Potein® (1,0 e 1,5 g/Kg) ( CHEN et al., 2012)
todos administrados por gavagem e em humanos submetidos a dieta com um
inibidor de proteinase extraido de batata (POT Il) (HILL et al., 1990).

Ainda relacionado ao estudo, a redugéo do consumo alimentar foi maior na 12
e na 2% hora apos administragdo dos inibidores por gavagem, onde o grupo AHTI (25
mg/kg) apresentou redugdo do consumo alimentar de 58.3% e 39.1% na 1% e na 2°
hora, respectivamente, e o AHTI (50 mg/kg) indicou redugdo do consumo alimentar
de 56.8% e 54.5% na 12 e na 2% hora, respectivamente, mostrando assim uma maior
reducéo do consumo alimentar quando comparados com os grupos SBTI (25 mg/ kg;
com redugdo do consumo alimentar de 35.7% e 53% na 1% e na 2% hora
respectivamente), C (25 mg/ kg; com redugdo do consumo alimentar de 27.5% e
22.1% na 1% e na 2% hora respectivamente) e P (com redugdo do consumo alimentar
de 16.1% e 25.79% na 1% e na 2% hora respectivamente). No entanto, apds 18 horas
a reducao do consumo alimentar nao apresentou diferenga estatistica significativa

nos grupos analisados.
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Esses resultados sao similares aos encontrados com a administracao oral do
Potein, em que 3 concentragdes diferentes foram testadas (100 mg/kg, 200mg/kg e
400mg/kg) e de SBTI (100 mg/ kg), com diminuigdo do consumo alimentar entre a 12
e a 3% hora (NAKAJIMA et al., 2011). Igualmente, quando administrado em ratos o
produto Potein®, o qual também provocou redugcdo do consumo alimentar,
entretanto em quantidade bem maiores (1,0 e 1,5 g/Kg) (CHEN et al., 2012). Em
outros estudos como o com PPIC, em 10 dias de experimentos, houve uma
diminui¢do cumulativa do consumo alimentar (KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN,
2011). Essa diminuicdo do consumo alimentar deve-se a presenca do inibidor de
tripsina que estaria proporcionando um efeito sacietogénico aos animais, e pelos
dados se constata que esse efeito se da entre a 1% e a 3% hora apds o consumo do

inibidor de tripsina.

Quanto as concentragdes séricas de CCK analisadas nos animais estudados,
foram detectados niveis crescentes nos grupos testes, quando comparados ao
grupo padrao (5.92 pmol/L + 1.15) Os maiores valores foram para os grupos
submetidos a dietas com AHTI 25 e 50 mg/ kg de 16.15 pmol/L + 1.13 e 21.33
pmol/L £ 2.12 respectivamente, um aumento de quase 250% com a administragéo
do AHTI 50 mg/ kg. Tendo sido detectado niveis de CCK para o grupo submetido a
dieta com o SBTI (25 mg/kg) de 15.52 pmol/L + 1.82 . Alguns estudos na literatura
revelam que também houve aumento plasmatico de CCK quando ratos foram
submetidos a dietas com proteina e inibidor de tripsina, dietas essas suplementadas
como 100 mg/kg de caseina e 100 mg/kg de PPIC com resultados de aumento de,
aproximadamente, 2 para 4 pmol/L de CCK plasmatico, apés 15 minutos
(KOMARNYTSKY; COOK; RASKIN, 2011).

Estudos com inibidores de protease sintéticos (20 mg/kg) também induziram o
aumento significativo de CCK basal de 2.59 pmol/l para 27.6 pmol/l na 1* hora e um
decréscimo para 15.8 pmol/l na 2% hora (YAMAMOTO; SHIROHARA; OTSUKI,
1998).

Ademais em humanos, o efeito de POT Il, o qual aumenta a liberagao de
CCK, foi avaliado sobre o consumo de alimentos em 11 individuos magros. Eles
receberam 1,5 g POT Il em uma sopa rica em proteinas (70 kcal). Aqueles que

consumiram a sopa sozinha conduziram a uma redugao nao significativa de 3% no
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consumo de energia. A adigao de 1,5 g POT Il na sopa reduziu significativamente o
consumo de energia em 17,5% (HILL et al., 1990). Os resultados com AHTI
demonstram grande potencial para o seu uso visando ao efeito sacietogénico,
quando comparados a outros na literatura (inibidores de tripsina de soja e de batata)
podendo vir a ser usado como um possivel agente para a prevencao e/ou tratamento

da obesidade.

Nesse mesmo experimento realizado para dosagem de CCK plasmatico,
também foram analisados outros parametros bioquimicos e todos se apresentaram
dentro do intervalo de referéncia para ratos wistar, assim como no experimento
anterior também realizado com ratos. Pode-se perceber que, os grupos testes, com
a administragdo dos inibidores de tripsina de soja e de amendoim (AHTI) nao
mostraram diferengas estatisticas significativas quando comparadas entre os

grupos.

No entanto, é de suma importancia que estudos possam ser efetivados,
visando determinar doses dependentes de inibidores de tripsina que atuem
aumentando o nivel plasmatico de CCK e consequentemente provoquem saciedade,
bem como o tempo de uso. Também sdo necessarias pesquisas que expliquem
melhor o aumento da expressao de CCK condicionada pela administracdo oral de

inibidores de tripsina.
7 CONCLUSAO

A analise dos resultados encontrados mostrou que a presenca do inibidor de
tripsina na pagoca de amendoim nado foi esperada devido a todo o processo
industrial a que o alimento é condicionado. O fato de o AHTI ser termo-resistente

explica por que ele se manteve ativo apds todo processo industrial.

Sabe-se que o AHTI apresentou menor atividade em pH maior que 4, levando
a crer que houve uma possivel perda de atividade inibitéria quando presente no
lumen intestinal dos animais em estudo, visto que o pH é em torno de 7, essa perda
da atividade do inibidor no lumen pode ser um fator relevante para explicar por que
0s animais ndo apresentaram alteragcdes histomorfoldgicas tampouco bioquimicas

significativas, sendo assim, tendo sido atenuada uma provavel citoxidade do AHTI.
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Tanto em camundongos swiss como em ratos wistar submetidos a dieta com
pacoca de amendoim e com o inibidor de tripsina de pacoca de amendoim
parcialmente purificado, respectivamente, foi possivel verificar menor ganho de peso

e menor consumo alimentar quando comparados ao grupo controle.

Os resultados bioquimicos e da digestibilidade proteica aparente e verdadeira
indicam que os camundongos e ratos ndo revelaram perda proteica e por iSso 0s
animais nao estariam desnutrindo devido ao efeito do tratamento dietético. Esses
resultados evidenciam que nesses animais o AHTI provocou saciedade, condicéo
que fez com que os animais diminuissem o consumo alimentar e,

consequentemente, tivessem menor ganho de peso.

Quando o AHTI foi comparado com outras fontes de proteina (caseina e
SBTI) em dose semelhante, ele demonstrou um maior efeito na supressdo do
consumo alimentar especialmente durante a 1 h apds a sua administragéo,

indicando assim maior poder sacietogénico.

Ademais, os ratos que ingeriram o inibidor de tripsina de pagoca de
amendoim tiveram seus niveis de CCK plasmaticos elevados quando comprados
aos demais grupos, aventando a hipotese de que esse efeito sacietogénico ocorra
por meio de mecanismos de feedback em nivel luminal e sanguineo, aumentando o
nivel plasmatico de CCK, consequentemente, ocorrendo efeitos fisiolégicos dos
quais se destaca menor consumo alimentar e, por conseguinte, menor ganho de

peso.
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