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RESUMO

Um grande interesse tem sido reportado as proteinas vegetais, em particular as da
soja, cujo consumo tem indicado alternativa promissora para prevencdo da
dislipidemia e aterosclerose. Este estudo investigou o efeito da proteina [3-
conglicinina isolada da soja, frente a resposta de um farmaco hipolipemiante
(fenofibrato), em animais submetidos a uma dieta hipercolesterolémica. Cinquenta e
quatro ratos machos Wistar foram divididos em 6 grupos (n=9). O grupo controle
(STD) recebeu uma dieta de caseina, e os demais — hipercolesterolémicos (HC), B-
conglicinina de 200mg/kg (HC+7S"), e 300mg/kg (HC+7S?), fenofibrato de 30mg/kg
(HC+FF) e pB-conglicinina 300mg/kg associada com fenofibrato 30mg/kg
(HC+7S%+FF) — receberam dieta de caseina suplementada com 1% de colesterol e
0,5% de acido cdlico. Nao foram observadas, nos tratamentos, alteragbes no
crescimento, tecido adiposo, consumo e eficiéncia alimentar. O fenofibrato provocou
aumento do peso e da concentracdo de triglicerideo hepatico. A proteina [3-
conglicinina mostrou reduzir significativamente os efeitos dislipidémicos séricos e
hepaticos provocados pela dieta hipercolesterolémica; no entanto, néo foi observada
adicdo destes efeitos quando associada ao fenofibrato. Os resultados reportados
neste estudo sugerem que esta proteina tenha importante agdo na regulacdo do
metabolismo lipidico. Tais efeitos podem estar associados a peptideos desta
proteina, muito embora os mecanismos envolvidos ndo permanecam completamente

esclarecidos.

Palavras-chaves: Soja; B-conglicinina; Fenofibrato; Dislipidemia; Ratos wistar.



ABSTRACT

A great interest has been reported about plant proteins, particularly those of soybean
whose consumption has shown potential alternatives to dyslipidemia and
atherosclerosis prevention. This study investigated the effect of B-conglycinin protein
isolated from soybean and its response to hypolipemiant drug (fenofibrate) in animals
submitted to a hipercolesterolemic diet. Fifty four male Wistar rats were divided into 6
groups (n = 9). The control group (STD) had received casein diet and the others —
hypercholesterolemic (HC), B-conglycinin of 200mg/kg (HC+7S') and 300mg/kg
(HC+7S?), fenofibrate 30mg/kg (HC+FF) and B-conglycinin of 300mg/kg associated
to fenofibrate of 30mg/kg (HC+7S%+FF) — received casein diet supplemented with
1% of cholesterol and 0.5% of cholic acid. There was no change in growth, adipose
tissue, consumption and efficiency food for all treatments. The fenofibrate showed
increase in weight and hepatic triglycerides. The B-conglycinin protein had showed
significantly reduce the effects in dyslipidemic serum and liver caused by
hypercholesterolemic diet, however; it was not observed some additional effects
when associated with fenofibrate. The results reported in this study suggest that the
protein has an important action in the regulation of lipid metabolism. These ones may
be associated with their peptides although the mechanisms involved are not already

completely understood.

Keywords: Soybean; B-conglycinin; Fenofibrate; Dyslipidemia; Rats Wistar.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A alimentacdo é um dos principais fatores determinantes da saiude humana
(SIRTORI et al., 2008; SIRTORI et al., 2004; KUSHI et al., 1999; SIRTORI et al.,
1998). Sempre existiu, dentro da sociedade, a preocupagdo em prevenir e/ou
retardar o aparecimento de doencas a partir da dieta. Os alimentos de origem
vegetal tém importante contribuicdo na nutricdo humana como fonte de nutrientes,
além de proporcionarem compostos quimicos que apresentam efeitos benéficos a
saude (DURANTI et al.,, 2007; SAWASHITA, 2006; DURANTI, 2006). Estudos
epidemiologicos sugerem dietas a base de vegetais e graos como fator de
prevencao de doencgas cardiovasculares (DCV) (SAWASHITA, 2006; FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 1999).

Os graos de leguminosas sao amplamente reconhecidos como importantes
fontes protéicas na alimentacdo humana (MAGNI et al., 2004; DOMONEY, 1999;
DURANTI & GIUS, 1997). A literatura cita efeitos positivos da ingestao protéica de
origem vegetal em relacdo a animal, em especial aqueles relacionados ao
metabolismo lipidico, onde tem sido extensivamente investigada (SIRTORI et al.,
2008; FUKUI et al., 2002; MADANI et al., 2000; ANDERSON et al., 1995; POTTER,
1995). Recentemente, acdes “nutracéuticas”, relacionadas a fragdes e/ou peptideos
biologicamente ativos, vém sendo atribuidas a proteinas de alguns graos de
leguminosas (DURANTI, 2006, AOYAMA et al., 2001; SUGANO et al., 1990).

Frutos e vegetais em geral sdo ricos em componentes biologicamente ativos
que contribuem de alguma forma a saude humana; nesse aspecto, tem-se dado
grande destaque a soja, principalmente naqueles paises onde é um importante

componente da dieta. Estudos tém mostrado que o baixo risco de doencas
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coronarianas em paises Asiaticos esta relacionado ao consumo da soja (SACKS et
al., 2006; NAGATA et al., 1998), em especial da fracao protéica (PAK et al., 2005;
DURANTI et al., 2004). A proteina de soja vem sendo apontada como importante
promotora da redugdo dos fatores de risco para desenvolvimento das DCV.
(SIRTORI et al., 2007; SAWASHITA, 2006).

Estudos em humanos (HOIE et al., 2005; ROSELL et al., 2004; TONSTAD
et al., 2002; CARROLL & KUROWSKA, 1995) e em animais (WILSON et al., 2007;
SAWASHITA, 2006; CHEN et al., 2003; MADANI et al., 2000; IWAMI et al., 1986;
NAGATA, 1982) demonstram que a ingestdo da proteina de soja reduz a
concentracao sérica do colesterol total e do triacilglicerideo, o que motivou o FDA
(Food and Drug Administration, 1999) a recomendar a ingestdo de 25g/dia de
proteina isolada de soja visando a reducéao do risco de DCV.

Muitos estudos tém sido realizados no sentido de elucidar os efeitos
benéficos e mecanismos ligados ao metabolismo de lipides pelo consumo do isolado
protéico de soja. Algumas evidéncias mostram-se favoraveis a acao direta da
proteina e/ou peptideos em lugar de outros componentes quimicos presentes na
proteina de soja (SACKS et al., 2006). A remocdo das isoflavonas do isolado
protéico ndo reduziu os efeitos na concentragdo sérica do colesterol, lipoproteina de
baixa densidade (LDL-C) e triacilglicerideo em estudos com animais (DURANTI et al.,
2004; FUKUI et al., 2002; AOYAMA et al., 2001) e em humanos (LICHTENSTEIN et
al., 2002; JENKINS et al., 2002). Recentemente, vem sendo discutida uma proposta
que relaciona a presenca de peptideos formados durante a digestdo protéica, os
quais estariam envolvidos na regulacao do metabolismo lipidico (PAK et al., 2005;
DURANTI et al., 2004; MORIYAMA et al., 2004; MANZONI et al., 2003; GREAVES et

al., 2000; LOVATI et al., 2000; SIRTORI et al., 1995).



Introducdo

O isolado protéico de soja constitui-se predominantemente da fracao
globulinica, que representa entre 75-85% do conteldo protéico total da semente. As
fracoes glicinina (11S) e B-conglicinina (7S) correspondem a 31-44% e 37-39%,
respectivamente, da proteina total (BROOKS, 1984). Varios estudos in vitro (Pak et
al., 2005; MANZONI et al., 2003; LOVATI et al., 2000; LOVATI et al., 1996; SIRTORI
et al., 1995; LOVATI et al., 1992; LOVATI et al., 1991; LOVATI et al., 1987) e in vivo
(DURANTI et al.,, 2004; MORIYAMA et al.,, 2004) indicam que estas fracoes
apresentam efeitos benéficos em diversas alteracbes metabdlicas, em especial no
metabolismo do colesterol, das lipoproteinas plasmaticas e da glicose.

Embora os estudos realizados indiqguem efeitos fisioldgicos benéficos a
partir do consumo da proteina de soja, in vitro e in vivo, os determinantes e
mecanismos envolvidos encontram-se distante de uma compreensdo definitiva que
relacione a ingestao da proteina com a regulacdo do metabolismo lipidico (DURANTI
et al., 2007; ADAMS et al., 2002; LOVATI et al., 2000). Neste sentido, este estudo
avaliou o efeito da administracdo da fracdo B-conglicinina, isolada da soja, no
metabolismo lipidico e das lipoproteinas séricas em ratos alimentados com dieta

indutora de hipercolesterolemia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito da administracao da proteina -conglicinina, isolada da soja,

no perfil lipidico de ratos alimentados com uma dieta hipercolesterolémica.

2.2. Objetivos Especificos

Isolar, quantificar e caracterizar eletroforeticamente as subunidades
protéicas que formam a B-conglicinina (7S) e glicinina (11S) da soja;

Verificar os efeitos da administracdo da [p-conglicinina nos niveis
plasmaticos de colesterol total, triacilglicerideo e das lipoproteinas de alta densidade
(HDL-C) e fragao nao-HDL-C (VLDL-C + LDL-C) em ratos submetidos a diferentes
tratamentos experimentais;

Verificar os efeitos da administragdo da B-conglicinina nos niveis hepaticos
de colesterol total e triglicerideo;

Comparar os efeitos da administracdo da B-conglicinina em relacao aos
efeitos do medicamento fenofibrato nos niveis de colesterol total e triglicerideos
plasmatico e hepético;

Avaliar o efeito da administragdo simultdnea da B-conglicinina e do
fenofibrato nos niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e das fracdes

lipoprotéicas HDL-C e ndo-HDL-C.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Dislipidemia e drogas hipolipemiantes (Fibratos)

O termo dislipidemia, quadro clinico caracterizado por concentracoes
anormais de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue, ocorre por consequéncia
multifatorial ligado a interacdes entre fatores genéticos e ambientais (YAMADA et al.,
2007). Na literatura, sua participacao como fator determinante para o DCV encontra-
se bastante elucidada a partir de evidéncias epidemiolégicas, clinicas, genéticas e
estudos em animais (YAMADA et al., 2007; HORN et al., 2008). E considerada a
principal causa de morte na civilizagdo ocidental (SANTOS et al., 2001). Nos
Estados Unidos, estas doencas responderam por 38,5% de todas as mortes em
2001. No Brasil, constituem a principal causa de morbimortalidade. Os indicadores
brasileiros revelam que as doencas cardiovasculares excedem outras causas de
Obito e, em 1998, foram responsaveis por 27% das mortes (GRILLO et al., 2005). O
6nus econbmico das DCV tem crescido exponencialmente nas ultimas décadas. No
ano de 2000, foram responsaveis pela principal alocacao de recursos publicos, com
aproximadamente 821 milh6es de ddblares. Entre 1991 e 2000, os custos
hospitalares atribuidos as DCV aumentaram 176% (SANTOS et al. 2001).

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento da prevaléncia da
dislipidemia na populagdo geral, caracterizada por altos niveis de LDL-C e baixos
niveis de HDL-C (NCEP lll, 2002; JENKINS et al., 2003). As mudancas no estilo de
vida que levam ao aumento do sedentarismo e habitos alimentares caracterizados
por dietas hipercal6ricas, com consequente sobrepeso e obesidade, tornam-se
fatores que favorecem a ascendéncia desta prevaléncia (MC-NAMARA, 2000). Os

niveis altos de triacilglicerideo, por sua vez, teriam papel indireto neste processo por
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determinar particulas de LDL-C pequenas e densas que seriam mais aterogénico,
resultado da sobreproducdo e/ou subutilizacao desta fracao (JENKINS et al., 20083;
LAFOREST et al., 2008).

Ross (1999) faz referéncia a este quadro como fator de risco para a
formacao de ateroma, causa inicial do desenvolvimento da aterosclerose, que
consiste num processo multifatorial patolégico. Iniciando-se geralmente na infancia,
pela presenca de estrias gordurosas, e que reporta manifestacdes clinicas na idade
adulta média e/ou tardia. Estes eventos ocorrem no endotélio vascular, a partir da
sinalizacdo de citoquinas, para moléculas de adesado propragarem 0s eventos
vasculares (KRITCHEVSKY, 2002; KINLAY et al., 2001). A oxidacao da LDL é
considerada o principal evento de iniciagcdo do desenvolvimento da aterosclerose
(CHISOLM, & STEINBERG, 2000; JIALAL & DEVARA, 1996). A LDL-oxidada (LDL-
ox) age como fator quimiotatico para mondcitos que, transformados em macrofagos
turgidos com lipidios (células espumosas), exercem efeitos citotdxicos sobre as
células endoteliais, aumentando a ativacao de plaquetas, estimulando a migracao e
a proliferacdo de células musculares lisas e antagonizando os efeitos
vasodilatadores do 6xido nitrico (LIMA & COUTO, 2006; CHISOLM & STEINBERG,
2000). A redugédo do HDL-C circulante apresenta relevancia para este evento
(ASSMANN & NOFER, 2003). Além disso, este episédio esta diretamente
acompanhado do acréscimo do colesterol de lipoproteinas aterogénicas VLDL-C e
LDL-C.

Por outro lado, estudos clinicos e epidemiolégicos tém relacionado
fortemente o aumento da concentracdo da HDL-C como fator protetor no
desenvolvimento das doengas coronarianas (LIMA & COUTO, 2006; YOUNG et al.,

2004). O efeito antiaterogénico desta lipoproteina se da, sobretudo, devido a sua
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propriedade de transportar lipides, principalmente ésteres de colesterol, dos tecidos
periféricos para o figado, o que é conhecido como transporte reverso do colesterol
(FREDENRICH & BAYER, 2003; VON ECKARDSTEIN, et al., 2001). Outras agbes
protetoras importantes tém sido descritas em diversos modelos experimentais e
estudos epidemiologicos (LIMA & COUTO, 2006), que incluem: protecao
antioxidante (FREDENRICH & BAYER, 2003; KONTUSH et al., 2003; MACKNESS
et al., 2000), mediacao do efluxo de colesterol, inibicdo da expressdo de moléculas
de adesao celular, ativacao de leucocitos (CYBULSKY et al., 2001; COCKERILL et
al., 1999), inducédo da producdo de 6xido nitrico (ANDERSON, 2003; CANNON,
1998), regulacao da coagulacao sangiinea e da atividade plaquetaria (NOFER et al.,
2002; NOFER et al., 1998; RIDDELL et al.,1997).

No tratamento medicamentoso das dislipidemias empregam-se,
freqientemente, drogas derivadas do 4&cido fibrico. Os fibratos, como séao
conhecidos usualmente, pertecem a uma classe de drogas hipolipemiantes, entre os
quais o bezafibrato, etofibrato, ciprofibrato, clofibrato e o gemfibrozil, e que séo
utilizados rotineiramente na clinica (ANONYMOUS, 2001). J& ha algum tempo foi
desenvolvido o fenofibrato (2-[4-(4-clorobenzoil)fenoxil]-2-metilpropionato),
considerado a terceira geracdo dos derivados do acido fibrico (Figura 1). Este
medicamento apresenta acao hipolipidémica mais efetiva que seus antecessores, a
partir da modificacdo da estrutura quimica original, produzindo o principio ativo
fenoximetilpropionico (YAMAMOTO et al., 1996).

O mecanismo de acdo dos fibratos, particulamente do fenofibrato,
apresenta-se bem descrito na literatura. Os efeitos no metabolismo dos lipides
ocorrem devido a inibicdo hepatica na sintese de acidos graxos, intensificacdo do

catabolismo dos triglicerideos dos quilomicrons e de VLDL, aumento da atividade da
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lipoproteina lipase nos tecidos periféricos (YAMAMOTO et al.,, 1996), combinado
com um processo complexo que envolve a expressao coordenada de numerosos
genes, cuja expressao pode ser regulada através de fatores de transcricao ativados
por ligantes, denominados receptores nucleares ativados pelos proliferadores dos
peroxissomos (PPARs). Estes receptores foram identificados quando uma das
isoformas (PPARa) foi mostrada ser receptora de xenobi6ticos capazes de induzir a
proliferacdo de peroxissomos em figado de roedores. Posteriormente, dois outros

genes de PPARs, PPARB e PPARYy1/y2 foram descritos (CHINETTI, et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica do fenofibrato

Estudos iniciais in vivo sobre a propriedade terapéutica e 0 mecanismo de
acao do fibrato reportaram que este grupo hipolipidémico agiria com eficacia na
inibicao da atividade da enzima 3-hidroxi-3-Metilglutaril CoA redutase (HMG-CoA) e
da colesterogenese no figado (BALFOUR et al., 1990; VESSBY et al., 1990).
Entretanto, ndo foi observada variacdo na atividade desta enzima em microssomos
de figado in vitro, quando tratadas com fenofibrato (BALFOUR et al., 1990; PASCAL
et al. 1987), permitindo sugerir que o efeito dos derivados do acido fibrico na
colesterogenesis seria secundario nas alteracées ocorridas no metabolismo lipidico.
Por outro lado, a redugao plasmatica do colesterol total estaria atribuida diretamente
ao aumento da remocéao da particula de LDL, devido ao acréscimo dos receptores e

inibicao da sintese de colesterol no figado (YAMAMOTO et al., 1996).
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Sirtori  (2007) reporta a capacidade farmacoldgica dos fibratos no
metabolismo da HDL. Staels et al., (1998) descreveram que a indugao da lipdlise
das lipoproteinas, acidos graxos hepaticos, aumento do catabolismo da particula de
LDL, da estimulacdo da producdo e do transporte reverso da HDL, sdo os
importantes efeitos da acdo dos fibratos, reportados a partir de estudos em animais
e humanos. O mecanismo de ativacao desta lipoproteina esta ligada ao sistema dos
PPARs, sendo os fibratos os agonistas deste processo, agindo nas trés classes a, 8
e y. O PPARa é expresso, principalmente, em tecidos que apresentam altas taxas
de oxidacao de acidos graxos, como figado, musculo esquelético, tecido adiposo
marrom, coragdo e rim (STAELS et al., 1998; KERSTEN, 2002). O fenofibrato é
ligante sintético potente e possui agdo direta na regulacdo destes receptores
nucleares ativados pelos proliferadores de peroxissomos, que desempenham papel
importante no figado, controlando o metabolismo lipidico e das lipoproteinas, por ser
considerado um ativador potente da oxidagdo dos acidos graxos no hepatécito
(REDDY, 2001). Além disso, participam ativamente no sistema cardiovascular, nas
células endoteliais e do musculo liso cardiaco. Evidéncias sugerem, ainda, que 0s
PPARa possam reduzir a progressao da lesdo aterosclerética por acao direta anti-
aterogénica e anti-inflamatoria (KERSTEN et al., 2000).

Os efeitos hipolipidémicos tém sido bastante reportados no tratamento com
fenofibrato. Pourbaix et al., (1984) e Nagayama et al., (1995) reportaram a ag¢édo do
fenofibrato na atividade peroxissomal, promovendo aumento da oxidagdo dos acidos
graxos no figado, reducdo da sintese e secrecdo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos. Srivastava et al., (2006) demonstraram que o fenofibrato € capaz de
prevenir a hipertrigliceridemia em camundongos com deficiéncia do receptor da LDL.

Ferreira et al. (2006) observaram, em ratos Wistar tratados com fenofibrato, a
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reducao do ganho de peso corporal, bem como a deposi¢cdo do tecido adiposo;
porém, este efeito ndo foi relacionado a alteracdo na ingesta alimentar, e nem as
variagdes na concentracao plasmatica de leptina. Foi observado, ainda, reducao das
concentragdes séricas de triglicerideos e colesterol total. Entretanto, a massa
hepatica dos animais tratatos com fenofibrato foi significamente maior comparada ao
grupo nao tratado com medicamento, como conseqléncia do acumulo de gordura no
figado, resultante, pelo menos em parte, da incapacidade desse érgao em secretar
as VLDL e de apresentar uma menor oxidacao de acido graxo.

Sotomayor et al. (2007) mostraram, em ratos Wistar tratados com
fenofibrato (100mg/kg/dia) por 8 semanas, reducao significativa no peso corpdéreo
dos animais, ndo havendo alteracbes no consumo alimentar. A dose administrada
promoveu a reducdo sérica de 51,9%, 60,9% e 45,8%, respectivamente para
colesterol total, LDL-C e triacilglicerideo. Yamamoto et al. (1996) reportaram
alteracdo no metabolismo hepatico ocasionado pela oxidacdo dos acidos graxos
livres e esterificados, nos hepatécitos, em parte determinado pela reducdo da
concentracdo plasmatica do triacilglicerideo para ratos com dieta suplementada

0,05% de fenofibrato.

3.2. Proteina vegetal x beneficios a saude

A alimentacao é um dos principais fatores determinantes da saude humana
(SIRTORI et al., 2008; SIRTORI et al., 2004; KUSHI et al., 1999; SIRTORI et al.,
1998). De acordo com Mazur et al., (1998), os fatores dietéticos sdo extremamente
importantes e devem sempre ser considerados ao se determinarem o0s riscos de
algumas doencas. Estudos tém sido reportados ha algum tempo, demonstrando que

a substituicdo da fonte protéica de origem animal pela vegetal traz diversos
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beneficios a saude, entre estes, a homeostase nas concentracoes séricas dos
lipides (CARROLL, 1992; LEFEVRE et al., 1984; GIBNEY et al., 1983). A dieta é
reconhecida também como importante fator quando se deseja fazer a prevencao de
doencas cardiovasculares, outras doencas cronicas nao transmissiveis e alguns
tipos de cancer (LAMPE, 1999).

A Il diretriz brasileira sobre dislipidemias e diretriz de prevencédo da
aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia sugere que uma alimentacao rica em frutas e vegetais, em especial com
presenca de graos, fornece doses apropriadas de substancias antioxidantes e fibras,
que diminuiriam riscos do desenvolvimento da doenca aterosclerética (SANTOS et
al., 2001). Estes alimentos contém quantidades significativas de bioativos que
podem fornecer desejaveis beneficios a saude. Possivelmente, as acdes sinérgicas
de compostos biologicamente ativos sao responsaveis diretos pelos efeitos
mencionados, alcancados por meio da condicao dietética adequada (LIU et al.,
2003).

O NCEP (Current National Cholesterol Education Program, 2002) reporta
que a reducdo da ingestao de gordura e colesterol pode reduzir a LDL-C em até
18%. Entretanto, outras modificacbes podem ser realizadas, tais como 0 aumento da
ingestao de fibras dietéticas (JENKINS et al., 1993), e o consumo de proteinas de
graos (ANDERSON et al., 1995) e de fitoesteréides (MIETFINEN et al., 1995), que
podem reduzir, em acéao individual, o colesterol plasmatico de 5% a 10% adicional.
Os graos sao importantes componentes da dieta humana, como demonstrado pela
recomendagdo da Food Guide Pyramid and US Dietary Guidelines (National
Research Council, 1989). Eles compdem a base da piramide alimentar como parte

de uma dieta saudavel e promoc¢ao de beneficios a saude (USDA, 2005).
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Estudos epidemiolégicos mostram que o consumo regular de graos esta
associado a reducao de risco de varias doencgas crbénicas, como as cardiovasculares,
diabetes tipo 2, e alguns canceres (LIU et al., 2007; LIU et al., 2003). O Dietary
Guidelines for Americans and Healthy People, de 2005, recomendou o consumo
diario de pelo menos trés porcoes de graos. No entanto, a ingestdo média de graos
inteiros nos EUA é inferior a uma porcao por dia, e 90% dos americanos nao
atendem a esta recomendacéao de ingestdao (USDA, 2005). Deste grupo de alimento,
destacam-se as sementes de leguminosas, que, por serem consideradas boas
fontes de proteina, calorias, minerais e certas vitaminas, desempenham papel
importante na alimentacdo humana, especialmente em paises pobres de diferentes
regides, como os afro-asiaticos e outros em desenvolvimento (IQBAL et al., 2006;
DESHPANDE, 1992).

A familia das leguminosas € constituida de aproximadamente 16 a 19000
espécies; no entanto, cerca de apenas 20 sdo utilizadas na alimentacdo humana,
fato este que decorre de aspectos culturais e econémicos (IQBAL et al., 2006). As
proteinas sdo consideradas elementos essenciais da dieta para sobrevivéncia dos
animais e humanos, e sua funcionalidade adequada no organismo torna-se
dependente da ingestao apropriada em quantidade e qualidade dos aminoacidos. No
entanto, a qualidade nutricional da proteina depende dos fatores ligados a prépria
ingestao, digestao, absorcéo e biodisponibilidade dos aminoacidos (DURANTI et al.,
2007; DURANTI & GIUS, 1997). As proteinas deficientes em um ou mais
aminoacidos sao consideradas de baixa qualidade nutricional, o que caracteriza boa
parte das sementes de leguminosas que possuem elevado conteudo protéico.
Porém, suas proteinas majoritarias mostram limitagdes para aminoacidos sulfurados

e, no entanto, apresenta quantidades adequadas de lisina, deficiente nos cereais
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(FARZANA & KHALIL, 1999). Além disso, essas sementes apresentam fatores
antinutricionais, como os inibidores de enzimas digestivas e lectinas, que interferem
na digestibilidade e qualidade nutricional da proteina (FRIEDMAN & BRANDON
2001).

Por outro lado, varios estudos tém evidenciado efeitos positivos
relacionados ao consumo de proteinas de origem vegetal (SIRTORI et al., 2008;
DURANTI et al., 2007; SIRTORI et al., 2007; SAWASHITA, 2006; DURANTI, 2006;
DABAI et al.,, 1996; KINGMAN et al., 1993; GIBNEY et al., 1983). Sautier et al.,
(1986) reportaram que, em estudo com cinco grupos de ratos, aqueles alimentados
com proteina isolada da alfafa, fava, gluten, ervilha e soja apresentaram menores
concentracdes de LDL-C e colesterol total séricos que os que receberam fonte
protéica de origem animal, caseina, lactalboumina e ovalbumina. Mokady e Liener
(1982) também demonstraram que ratos alimentados com fontes protéicas a base
de soja apresentaram concentracoes significativamente menores dos lipidios
sanguineos comparados ao grupo caseina.

A soja e seus derivados protéicos tém sido extensivamente abordados em
estudos como potenciais na prevencdo e terapéutica de doencas cronicas,
principalmente as cardiovasculares e o controle da homeostase lipidica
(SAWASHITA, 2006; SACKS et al., 2006; ANDRESON et al., 1995; SIRTORI et al.,
1995; LOVATI et al., 1987). Além das propriedades nutricionais da proteina devido a
composicao quimica que confere a esta leguminosa um notavel valor nutritivo, em
virtude principalmente do expressivo percentual protéico, os efeitos benéficos
associados ao seu consumo tém mostrado reducdo na concentracdo de lipidios
séricos reportados em estudos com animais (SIRTORI et al., 2008; DURANTI et al.,

2004; MORIYAMA et al., 2004; CHEN et al. 2003; FUKUI, et al. 2002) e humanos
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(SIRTORI et al., 2007; REYNOLDS et al., 2006; ROSELL et al., 2004; TONSTAD et

al., 2002; HUFF, et al., 1977).

3.3. Asoja

A origem e o cultivo da soja (Glycine max, L) iniciaram-se na China, em
meados do primeiro milénio, de onde se espalhou para a Asia e passou a ser
utilizada como alimento. Historicamente, foi introduzida nas colénias americanas por
volta de 1765, por Samuel Bowen (HYMOWITZ & HARLAN, 1983). No Brasil, o gréo
chegou com os primeiros imigrantes japoneses, em 1908, mas foi inserido
oficialmente no Rio Grande do Sul apenas em 1914. Porém, a real expansao da soja
no Brasil ocorreu nos anos 70, com o interesse crescente da industria de dleo e
demanda do mercado internacional (SGARBIERI, 1996). A soja € uma das mais
importantes oleaginosas cultivadas no mundo. Seu elevado teor protéico confere a
esta leguminosa excelente fonte deste nutriente na alimentagéo animal e humana. O
grdo de soja é cultivado em regides de clima temperado, subtropical e tropical,
inicialmente para obtencao de 6leo e proteina, hoje considerada a maior fonte de
proteina vegetal (DURANTI et al., 2007; SGARBIERI, 1996). Seus produtos e
subprodutos oferecem grande diversidade de uso para a industria alimenticia
(FARZANA & KHALIL, 1999; DURANTI & GIUS, 1997).

A composicdo do grao varia de acordo com condicées de plantio e solo.
Pode-se obter, do grdo, entre 35 e 45% de proteina, 18 a 25% de lipidios,
aproximadamente 30 a 34% de carboidrato e 5% de minerais (SGARBIERI, 1996;
HYMOWITZ & HARLAN, 1983). Dentre os minerais, destacam-se: o potéssio
(1900mg), calcio (230mg), magnésio (220mgq), fésforo (580mgq), ferro (9,4mgq) e

cobre (0,1mg), por 100 gramas de grao (TOOLE, 1999).
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No processo produtivo de derivados protéicos de soja (Tabela 1), apds a
remocao do Oleo, obtém-se a farinha desengordurada, que pode ser utilizada
diretamente como ingrediente, bem como matéria-prima no beneficiamento dos
derivados (HYMOWITZ & HARLAN, 1983, WOLF, 1970). A soja e derivados tém
recebido atencao dos estudos, devido ndao apenas a quantidade, mas a qualidade da
proteina, considerada, dentre os vegetais, o0 melhor substituto de produtos de origem

animal (CARROLL, 1992; KRITCHVSKY, 1979).

Tabela 1. Composicao quimica do grao, farinha integral, desengordurada e residuo

da soja*
Proteina  Carboidrato Lipidio Cinza
Grao de soja 38,0 23 24,5 2,88
Farinha integral 39,5 29,6 23,3 4,98
Farinha desegordurada 50,4 36,5 -- 6,18
Residuo 26,8 53,9 12,3 4,54

*Adaptado de Kwok et al., 1997.

A utilizagdo da soja na alimentacdo no Brasil é considerada limitada. Este
fato esta ligado principalmente por questées culturais e pelo consumo nao habitual,
embora o pais tenha uma extensa producéo do grao. Estudos realizados nos ultimos
anos tém evidenciado determinadas propriedades terapéuticas da proteina de soja,
tais como, anticancerigena, redutora na taxa dos lipidios séricos, controle do
sobrepeso, obesidade, diabetes, nos efeitos da menopausa e prevencdo das
doencas cardiovasculares (REYNOLDS et al., 2006; IQBAL et al., 2006; SACKS et
al., 2006; HOIE et al.,, 2005; FRIEDMAN & BRANDON, 2001). Deste modo,

permanece uma tendéncia mundial, inclusive no Brasil, no aumento do consumo
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devido aos beneficios a saude, que vém sendo atribuidos a proteina de soja e seus

derivados protéicos (SGARBIERI, 1996).

3.4. Proteina da soja

A proteina da soja € usada na alimentagdo humana em uma diversidade de
produtos e preparagdes, que incluem férmulas infantis, farinhas, proteina isolada,
concentrada e texturizada, adicionada em alimentos como queijos, bebidas,
temperos, tofu, salame e substitutos de carne vegetariana (LIU, 2000; SINGH et al.,
2000).

A grande parte da proteina encontra-se em corpusculos contidos nas
células cotiledonares. Os pesos moleculares das proteinas da soja variam de 8.000
a 600.000 Daltons, com maior concentragao na faixa de 110.000 a 350.000 Daltons.
Na soja, a separacao das proteinas por ultracentrifugacao apresenta fracées cujos
coeficientes de sedimentagao séao 2S, 7S, 11 e 15S (CHEFTEL et al., 1989; WOLF,
1970; LIU, 1997). Os primeiros estudos de caracterizacao de proteinas de reserva
foram realizados com o gréao de ervilha que mostraram dois grupos principais com 0s
coeficientes de sedimentacao de 7 e 11 “S” (unidades Svedberg, a 20°C em agua),
sendo nomeados, respectivamente, de vicilina e legumina. Posteriormente, em
termos gerais, as proteinas correspondentes de outras leguminosas sao
frequentemente denominadas de leguminas e vicilinas. Apesar da heterogeneidade
das proteinas de reserva nas diferentes espécies, e até dentro de uma Unica espécie
(DESHPANDE et al., 1987), as globulinas 7S e 11S tém sido também identificadas
para outras sementes de leguminosas (SIMON et al., 1985), indicando uma suposta
origem ancestral comum entre essas proteinas de reserva, posteriormente

corroborada em bases moleculares e genéticas (GIBBS et al., 1989; SHUTOV et al.,
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1995).

Estudos tém mostrado que as fracdes 11S e 15S da soja sdo constituidas
de proteinas puras (FRIEDMAN & BRANDON, 2001; CHEFTEL et al., 1989; WOLF,
1970, LIU, 1997). A fracdo 2S, que representa aproximadamente 20% do total
protéico, € composta por proteinas biologicamente ativas e inibidores de tripsina.
Como caracteristica das leguminosas, em geral, as globulinas sao proteinas
majoritarias, inclusive tratando-se da proteina de soja, que apresenta caracteristica
insoluvel em agua, porém, dissolvem em solugdes salinas diluidas em valores de pH
acima ou abaixo de seu ponto isoelétrico; quando solubilizadas em solucao,
mostram-se sensiveis ao tratamento térmico (DURANTI & GIUS, 1997; WOLF, 1970).

As fragbes globulinicas 7S e 11S representam juntas cerca de 70% das
proteinas contidas no grao. O grupo do coeficiente de sedimentacdo 7, composto
pelas enzimas [(-amilase, lipoxigenase, hemaglutinina e citocromo C, tem como
fracdo majoritaria a globulina denominada B-conglicinina, uma glicoproteina de
reserva comumente chamada de globulina 7S. A glicinina conhecida como globulina
11S, também proteina de reserva, corresponde a 37-45% do conteudo protéico total
da soja, 0 que garante a esta fracdo a denominacao de proteina principal do grdo. A
fracao 15S (globulina 15S) perfaz cerca de 10% do total de proteinas (CHEFTEL et
al., 1989; KOSHIYAMA, 1983).

Como citado anteriormente, as fragdes 7S (vicilina) e 11S (legumina)
representam as principais globulinas da soja (ZHANG, et al.,, 2002; DURANTI &
GIUS, 1997). As vicilinas normalmente ndo contém cisteinas e, portanto, ndo
apresentam ligacées disulfidicas (DOMONEY et al.,, 1986). A vicilina sofre um
processo proteolitico mais extenso que a legumina, resultando em grande numero

de fragmentos polipeptideos, que, apesar do processo, ainda se mantém associada
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a estrutura (GATEHOUSE et al.,, 1983). Por outro lado, a fracdo 11S apresenta
polipeptideos acidos e béasicos que contém 3 ou 4 vezes mais metionina e cisteina,
por unidade de proteina, que a fracao vicilina (FRIEDMAN & BRANDON, 2001; LIU,
1997; WOLF, 1970). A fracdo 11S (glicinina) torna-se bastante valiosa sob o ponto
de vista nutricional, em virtude da deficiéncia em aminoacidos sulfurados da proteina
de soja (KITAMURA, 1995). A proteina glicinina apresenta-se nas formas
oligoméricas (normalmente hexameros), mas sd0 menos suscetiveis a dissociagao,
exceto em pH muito baixo (DURANTI & GIUS, 1997; KOSHIYAMA, 1983).

A estrutura da 7S (B-conglicinina) é mais heterogénea que a proteina 11S,
apresentando glicosilacdo assimétrica entre suas subunidades (SCHOLZ et al.,
1983). E geralmente formada de um trimero de polipeptideos de 40000-75000
Daltons, constituindo uma proteina nativa de aproximadamente 150000-170000
Daltons (WOLF, 1970). As propriedades de associacao-dissociagcdo sao
intensamente dependentes do pH e forca ibnica. A estrutura quimica constituida das
trés subunidades o’ 57-83 kDa (Figura 2), a 57-76 kDa e B 42-53 kDa interagem
para formar cerca de 6 isbmeros, conhecidos como B1 a B6. Outra subunidade B’ foi
observada em algumas variedades de soja, onde juntamente com a 3 séo ricas em
asparagina, glutamina, leucina, arginina e deficientes em metionina. As subunidades
a e o sao similares quanto a composicdo de aminoacidos, caracterizada pela
elevada concentragdo de cisteina e baixa em metionina (FRIEDMAN & BRANDON,
2001; LIU, 1997).

A importancia da proteina de soja mostrou-se, por muito tempo,
subestimada, devido a sua limitagdo em aminoacidos sulfurados, especialmente em
metionina, comparado as quantidades encontradas em alimentos de origem animal

(DURANTI, 2006; DURANTI & GIUS 1997; SGARBIERI 1996). Por outro lado, estas



Revisdo bibliogrdfica

duas fontes apresentam condi¢cdes antaglnicas, quando analisadas pelo aspecto
funcional. A proteina animal, embora seja considerada uma fonte completa de
aminiacidos, proporciona acao hipercolesterolemica, contraposto aos efeitos
hipocolesterolemico das fontes vegetais, propriedade evidente na proteina da soja

(SIRTORI et al., 2007).

Figura 2. Trimero de polipeptideos da fracdo o’
da B-conglicinina. Fonte: WANG & MEJIA, 2005.

A proteina de soja apresenta grande interesse cientifico e numerosos
indicadores de publicagdo, em virtude de seus efeitos observados na regulagao dos
genes envolvidos no metabolismo do colesterol e triacilglicerideo (SHUKLA et al.,
2007; SIRTORI et al., 2007), enzimas hepaticas (TORRES, et al. 2006), reducédo da
lipotoxicidade (TORRES, et al. 2006) e aumento da oxidacao dos triacilgliceréis pelo

aumento da remocédo de particula LDL, devido ao acréscimo dos receptores no
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figado (SHUKLA et al., 2007; MANZONI et al., 2003; LOVATI et al., 2000; LOVATI et

al., 1996; LOVATI et al., 1992).

3.5. Proteina de soja x metabolismo lipidico

O consumo da proteina de soja, em animais (SIRTORI et al., 2008;
DURANTI et al., 2004) bem como em humanos (SIRTORI et al., 2007; REYNOLDS
et al.,, 2006; ANDERSON et al. 1995; HUFF, et al., 1977), demonstra reducao
significativa de colesterol sérico. A proteina da soja tem sido relacionada ao
metabolismo lipidico, comparada com as proteinas de origem animal desde 1940
(MEEKER & KESTEN, 1941), porém, nao havia evidéncias suficientes a respeito dos
efeitos, bem como dos componentes que poderiam estar associados (ANTHONY et
al., 1996). Posteriormente, outros estudos epidemiol6gicos observaram relacao
positiva na redugdo da incidéncia de doencas cardiovasculares no Japao e em
outros paises asiaticos, onde a ingestdo de soja e produtos a base da proteina era
representativa e maior. Nestas regides, as concentracbes séricas de colesterol e
incidéncia de doencas cardiovasculares eram significativamente menores (SACKS et
al., 2006; NAGATA et al.,, 1998; KEYS, 1980). Por outro lado, alguns estudos
mostraram que estes efeitos ndo pareciam evidentes em humanos (VAN RAAIJ et al.,
1981; VAN RAAIJ et al., 1982; SACKS et al., 1983).

Dentre os compostos quimicos associados a proteina de soja que tém sido
reportados na alteracdo do metabolismo do colesterol, encontram-se os inibidores
de tripsina, fibras, saponinas, acido fitico isoflavonas, aminoacidos e peptideos
(CARROL et al., 1999; CARROL & KUROWSKA, 1995; POTTER 1995; CARROL
1992). Estudos a partir dos anos de 1970 demonstraram, pela substituicdo da

proteina animal pela vegetal, principalmente de soja, uma associacdo aos efeitos
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hipocolesterolemicos (SIRTORI et al., 1977; SIRTORI et al., 1979; CARROLL, 1982).
Durante a década de 70 a 80, os estudos de composicdo de aminoacidos foram
intensificados na tentativa de explicar o efeito nos lipides séricos e reducado dos
riscos da aterosclerose (BALOGUN et al., 1982; HUFF et al.,, 1977; HUFF e
CARROLL, 1980; KRITCHEVSKY, 1979; NAGATA et al., 1982). Em geral, nao foi
encontrada relagdo entre aminoacidos e os efeitos observados. Ainda nessa década,
Sirtori et al., (1979) e Descovich et al., (1980) postularam que a proteina de soja era
capaz de reduzir o LDL-C de 20 a 30% nos casos de hipercolesterolemia severa em
humanos.

A partir dos anos 90, muitos estudos tém sido realizados com compostos de
isoflavona (ANTHONY et al., 1996, BALMIR et al.,, 1995). Estes componentes
quimicos mostram efeitos hipocolesterolemicos quando associado a proteina da soja
(DOUGLAS, et al., 2006; ADAMS, et al., 2002; GREAVES, 2000; GREAVES et al.,
1999; CROUSE, 1999; HODGSON et al., 1998; KIRK et al., 1998; TOVAR-PALACIO
et al., 1998; ADAMS et al., 1997; ANTHONY et al., 1996; MANNING et al., 1996).
Entretanto, diferentes estudos com suplementacdo da isoflavona em humanos
(MEINERTZ et al., 2002; SIMONS et al., 2000; HOWES et al., 2000; NESTEL et al.,
1999; CROUSE, 1999; HODGSON et al., 1998; NESTEL et al., 1997) e em animais
(GREAVES, 2000; GREAVES et al., 1999; ADAMS et al., 1997; MANNING et al.,
1996), ndo demonstraram reducéao significante da concentracao sérica do colesterol
total ou LDL-C. Por outro lado, a remocéo destes compostos do isolado protéico da
soja nao alterou os resultados observados pelo efeito de ingestdo nos niveis de
colesterol total e triacilglicerideo (DURANTI et al.,, 2004; FUKUI et al., 2002,
LICHTENSTEIN et al., 2002; AOYAMA et al., 2001).

Uma meta-analise publicada em 1995, na tentativa de evidenciar alguma
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relacdo em meio muitos estudos divergentes a respeito da proteina de soja e os
lipidos séricos, sugeriu uma tendéncia positiva encontrada em resultados de 38
estudos, envolvendo 743 individuos (ANDERSON et al., 1995). Este estudo mostrou
uma significante redugao do colesterol total (9,3%), LDL-C (12,9%) e triacilglicerideo
(10,5%). Resultados semelhantes foram observados por Lichtenstein et al., (2002).
Deste modo, favoreceram-se novos estudos do efeito da proteina de soja no
processo hipercolesterolémico, embora com limitagdes. Contudo, nenhuma relacao
evidente foi encontrada entre isoflavonas, colesterol total e LDL-C (SACKS, et al.,
2006).

O numero de estudo tem se intensificado nos ultimo 10 anos, que resultou
em evidéncias sobre o consumo da proteina de soja em varios aspectos ligados ao
metabolismo lipidico (CLARKSON, 2002). Os efeitos observados inicialmente em
animais hipocolesterolemicos foram confirmados em diversos estudos conduzidos
em humanos (REYNOLDS et al., 2006; ROSELL et al., 2004; TONSTAD et al., 2002;
SANDERS et al., 2002; WONG et al.,, 1998). Embora os resultados reportem
reducdo significativa, as diminuicbes mostram-se entre 6-12% do colesterol total
(FRIEDMAN & BRANDON, 2001), além da redugédo da LDL-C, triacilglicerideo e
aumento da lipoproteina HDL-C (SIRTORI et al., 2007; REYNOLDS, et al., 2006).

Um possivel mecanismo deste efeito seria habilidade de se modular os
receptores de LDL, aumentando a captacdo e oxidacdo no figado (CARROLL &
KUROWSKA, 1995). Uma segunda hipétese, observada em animais, seria a relagéo
entre os aminodacidos lisina/arginina, que alterariam a relagdo insulina/glucagon
quando alimentados com proteinas de soja, ja que o aumento na proporcao
insulina/glucagon provoca eventual aumento do risco de DCV, resultado da acao

hiperlipidémica e aterogénica desta relacdo (TORRES et al., 2006; SANCHEZ et al.,



Revisdo bibliogrdfica

1991; SANCHEZ et al., 1988). As fibras apresentam capacidade de alterar a
excrecao de colesterol e sais biliares nas fezes, aumentando o “turnover” hepatico,
sendo postulada a hip6tese desses efeitos na proteina de soja. Porém, estudos
mostram que os produtos protéicos de soja apresentam quantidades nao
significantes deste nutriente para que ele exercga este efeito (ERDMAN, 2000).

A proteina de soja ganhou, assim, uma notavel atencdo, em virtude do
potencial em melhorar fatores de risco para doencas cardiovasculares. Em outubro
de 1999, a US Food and Drug Administration (FDA) postulou a recomendacgao de
ingestao da proteina de soja na prevencgao de doencas do coragao. O FDA, baseado
em levantamento de estudos clinicos, indicou que o consumo de 25g de proteina de
soja por dia, ou mesmo, de 6,259 nas refeicbes, pelo menos 4 vezes ao dia,
reduziria o colesterol total e LDL-C. O FDA declarou que as evidencias nao
sustentam uma acgao significante das isoflavonas presente na soja em relacdo ao
metabolismo lipidico (FOOD LABELING, 1999). A reducao do colesterol sérico pela
ingestao de produtos protéicos a base de soja esta bem documentada, porém, nao
existem estudos populacionais de longa duracado que caracterizem a diminuicdo das
incidéncias de DCV. Além disso, o0 mecanismo pelo qual a proteina exerce efeito
hipocolesterolemico ndo foi totalmente elucidado (SIRTORI et al. 2007; DURANTI et
al., 2007; ADAMS et al., 2002; LOVATI et al., 2000; WASHBURN et al., 1999). Kohro
et al., (2006) reportaram reducéo significativa de 14% no TG e aumento de 5% no
HDL-C, em estudo com 138 volutdrios com idade entre 26-69 anos, que
apresentavam concentracdo de triacilgliceréis igual ou acima de 1,69 mmol/L,
tratados com B-conglicinina (0,63g) ou placebo (0,63g caseina) durante 12 semanas,
Estes resultados foram corroborados com reducdo do TG nas fragdes de VLDL-C,

LDL-C e HDL-C. No segundo teste, com 102 volutarios, que apresentavam indice de
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massa corporea entre 25 e 30, tratados por 20 semanas, mostraram reducao na
gordura visceral comparados ao grupo placebo.

Sirtori et al., (1984) compararam o efeito hipocolesterolemico da proteina de
soja em relacdo a caseina, indicando envolvimento de componentes peptidicos na
regulacao de receptores hepaticos ligados as lipoproteinas. Os grupos delineados
foram: caseina (C), caseina (CCol) e soja (SCol) acrescida de colesterol (1,2%).
Houve aumento significativo nos niveis séricos de colesterol total, VLDL-C e LDL-C
do grupo CCol comparado ao C. Os animais alimentados com proteina de soja
tiveram reducao sérica do colesterol total, triacilglicerol, colesterol livre, esterificado e
massa hepatica, além de promover atenuacédo do efeito do colesterol na atividade
das enzimas HMG-CoA redutase, colesterol 7a-hidroxilase e acil-CoA:colesterol O-
aciltransferase (ACAT).

Um dos primeiros estudos de LOVATI et al. (1987), nos anos 80, mostrou
que a dieta com proteina de soja reduziu em 15,9% o colesterol total e 16,4% da
LDL-C, em individuos hipercolesterolémicos, quando comparado aos tratados com
fonte protéica animal, ja indicando que a proteina de soja era o componente
responsavel pelos efeitos no metabolismo no lipidico, a partir da inducao na
expressao de receptores LDL, como evidenciado em resultados in vitro em cultura
de células humanas.

Desde meados da década de 1990, alguns estudos com as diferentes
frac6es globulinicas da soja isoladas e polipeptideos, vém sendo conduzidos e
sugerem um possivel efeito dessas fracdes no metabolismo dos lipides (SUGANO et
al., 1997; LOVATI et al., 1996; SIRTORI, 1995; LOVATI et al., 1992). Lovati et al.
(1992) reportaram a hipotese de que as fragdes protéicas da soja, 7S e 11S, teriam

capacidade de modular os receptores de atividade da LDL. Com isto, estudos mais
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recentes vém atribuindo estes efeitos a um ou mais peptideos formados durante a
digestdo da proteina de reserva da soja, observando outros efeitos ligados a
proteina de soja (PAK et al., 2005; DURANTI et al., 2004; MORIYAMA et al., 2004;
MANZONI et al., 2003; LOVATI et al., 2000).

Aoyama et al. (2000) observaram, em ratos que receberam proteina isolada
de soja integra ou hidrolisada, reducdo do colesterol total, triacilglicerol, glicose,
peso hepatico e tecido adiposo, em relacdo a caseina. Entretanto, a deposicao de
gordura foi significativamente reduzida somente no experimento conduzido em
camundongos espontanemente obesos. Por outro lado, apdés secagem da carcaca
dos animais, foi observado o aumento da massa muscular e a diminuicdo da gordura
corporal nos dois experimentos, sendo que os resultados do grupo com proteina
hidrolisada foram mais expressivos comparados a proteina integra, postulando
alternativa no controle de ganho de peso. Aoyama et al. (2001) reportaram, em ratos
jovens e adultos, reducédo do peso hepatico, mas ndo do tecido adiposo, quando
tratados com isolado protéico de soja e proteina B-conglicinina, em relacao a
caseina. Nao foram observadas alteragcbes no consumo, peso final, eficiéncia
alimentar e glicose circulante, entre os tratamentos. Por outro lado, as
concentracdes séricas de colesterol total, triacilglicerdis e indice aterogénico foram
menores nos animais tratados com isolado, sendo mais relevante no grupo da B-
conglicinina.

Madani et al. (2000) observaram, em ratos alimentados com caseina ou
proteina de soja nas concentracées de 10, 20 e 30%, reducdo do peso corporal e
hepatico, mas nao houve alteracdes significativas nas concentragdes lipidicas sérica
entre os tratamentos. Porém, sugeriu-se que a quantidade e tipo de proteina

desempenhariam importante relacdo com o metabolismo das lipoproteinas e o
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aumento da sensibilidade dos tecidos a peroxidacao lipidica, desempenhando efeito
secundario na regulacao do colesterol.

Fukui et al. (2002) verificaram, em ratos tratados com isolado protéico de
soja isento de compostos de isoflavonas, reducao significativa da concentragcéo
sérica do colesterol total, comparado ao grupo caseina. A adicdo do concentrado de
isoflavona em um grupo caseina ou mesmo no isolado protéico nao influenciaram
este parametro lipidico. Efeitos semelhantes foram encontrados para excrecao de
esteréide fecal. Deste modo, os resultados mostraram que o fator
hipocolesterolémico estaria relacionado diretamente com componentes protéicos da
soja. Chen et al. (2003) observaram, em ratos Wistar hipercolesterolémicos (1%
colesterol e 0,25% de acido célico), tratados com 2, 5 e 10% da fracao nao-digerida
resultante da hidrélise protéica da soja, reducao sérica significativa do colesterol
total, triacilglicerideo, VLDL-C e VLDL-C nos grupos com 5 e 10% da fracdo. O
colesterol, o triacilglicerideo e o0 peso hepatico foram menores nos grupos tratados,
que apresentavam concentracdo de colesterol e &cidos biliares totais excretados nas
fezes aumentados. No entanto, ndao houve diferenca estatistica comparado ao
controle para esses paramentros. Dados semelhantes foram encontrados para
ganho de peso corpoéreo, ingestdo, o coeficiente de eficacia alimentar e indice
hepatossomatico.

Fukui et al. (2004) observaram, no figado de ratos tratados com -
conglicinina, aumento da atividade da enzima carnitina palmitoiltransferase e
reducdo da acido graxo sintetase, associados com acréscimo da excrecado fecal
relativa e de acidos graxos, que postulam hipétese ligada a proteina na modulacao
da sintese no figado, como agente estimulante da B-oxidacdo mitocondrial e

excrecao fecal de acidos graxos.
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Moriyama et al. (2004), em camundongos normais e espotaneamente
obesos tratados com B-conglicinina e glicinina, demonstraram efeitos no ganho de
peso, tecido adiposo e hepatico. A [-conglicinina promoveu reducdo mais
significativa do triacilgliceridio sérico, comparado a glicinina, associado a diminuicao
da atividade enzimatica da acido graxo sintetase e aumento da Acil-CoA oxidase,
enzima relacionada a oxidacao acidos graxos hepatico, confirmada pelo acréscimo
da expressio mRNA desta enzima. Porém, esses resultados nao foram
acompanhados de alteracao da excrecao de triacilgliceridio e colesterol nas fezes.

Rho et al. (2007) isolaram um peptideo a partir de uma soja “preta”
chamado de peptideo de soja preta - BSP (black soy peptide). In vivo, utilizando
ratos alimentados com BSP em 2, 6 e 10% do valor calérico da dieta, observaram
reducao significativa do peso corpéreo, acentuado proporcionalmente pelo aumento
da concentragao, sem incidir com alteragdo da ingesta dos animais. A excrecéo fecal,
por sua vez, foi significativamente maior no grupo caseina, comparado ao BSP 2%,
BSP 6% e semelhante ao BSP 10%. Houve ainda, reducéo do tecido adiposo, peso,
colesterol, triacilglicerideo hepatico, acompanhados da diminuicdo sérica do
colesterol total, triacilglicerideo, VLDL-C, LDL-C e indice aterogénico. O HDL-C foi
significativamente aumentado, mostrando relacdo com a concentracdo de BSP. Por
outro lado, essas redugdes nao foram acompanhadas do aumento da excrecao de
colesterol e triacilglicerideo nas fezes.

Lovati et al. (2000) demonstraram que a regulacao do colesterol, em estudo
com células Hep G2, ocorria pelo efeito das fragdes globulina 7S e, em menor
intensidade, pela 11S. Todavia, os resultados sustentam a hipétese de que a
proteina desprovida dos componentes de isoflavona seja a provavel responsavel

pelos efeitos no metabolismo lipidico. Estudos in vitro realizados com células
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mononucleares Hep G2 evidenciam que a [-conglicinina modula a ativacao e
aumento de receptores da LDL, promovendo aumento na captacdo e degradacao
desta pelas células hepaticas (MANZONI et al., 2003; LOVATI et al., 2000). As
células incubadas na presenca da subunidade protéica (8x10-6M) mostraram
aumento da captacdo de LDL-C em 192% e degradagdao em 143%, comparada ao
controle. Efeito semelhante foi observado quando as células foram incubadas na
presenca de simvastatina. Estes resultados foram confirmados pelo acréscimo no
mMRNA do SREBP2 e mRNA dos receptores LDL (LOVATI et al., 2007).

Pak et al. (2005), em experimentos in vitro, utilizando hidrolisados da
protedlise da glicinina com diferentes enzimas, demonstraram atividade
hipocolesterolemica desta fragdo. Resultados semelhantes foram obtidos em
experimento com ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta hipercolesterolémica
e globulina 7S isolada de soja, em um periodo de 28 dias (DURANTI et al., 2004).
Os dados sugerem um possivel mecanismo de interagdo com sais biliares e inibicao
da enzima HMG-CoA redutase. Outros estudos sugerem que este efeito decorre da
interacao dos peptideos com colesterol e seus metabdlitos, promovendo assim sua
excrecao (AOYAMA et al., 2000; IWAMI et al., 1986). Recentemente, Shukla et al.
(2007), Torres et al. (2006) e Brandsch et al. (2006) reportaram como consequéncia
a modulacao do SREBP na expressao do gene SREBP-1c, envolvido na sintese de

triacilglicerideo e colesterol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

O estudo foi realizado nos Laboratérios de Bioquimica de Alimentos e de
Nutricdo Experimental do Departamento de Alimentos e Nutricdo, localizados na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAR), da Universidade

Estadual Paulista (UNESP).

4.2. Material
A farinha de soja comercial utilizada na obtencdo da fragdo protéica B-

conglicinina empregada no estudo in vivo foi obtida na regido de Araraquara — SP.

4.2.1. Extracao da fracao lipidica da farinha de soja

A farinha de soja, com granulacdo de 60 mesh, foi desengordurada
utilizando-se n-hexano, na proporcdo de 1:8 massa-volume, por um periodo de 4
horas sob agitacdo, a temperatura ambiente (22°C), com repeticdo do processo na
propor¢ado 1:6 m/v, por mais 4 horas, apds a troca do solvente. Posteriormente, fez-
se filtracdo e secagem a temperatura ambiente, por 24 horas. A farinha
desengordurada foi estocada em camara fria a 4°C.

A composicao quimica foi determinada de acordo com metodologia descrita
pela Association Official Analytical Chemistry (AOAC, 1998). A determinacdo da
umidade foi realizada por gravimetria, apdés secagem em estufa a 105 °C. A
determinacao de proteina foi feita pelo método de Kjeldahl, o lipideo foi determinado
em Soxhlet com extracdo em hexano, as cinzas, por calcinagdo da amostra a

temperatura de 550°C, e o carboidrato foi calculado por diferenca.
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4.2.2. Extracao e isolamento da proteina -conglicinina da soja

Para obtencéo da B-conglicinina, a partir da farinha desengordurada de soja,
foram realizados os procedimentos descritos por NAGANO et al. (1992).

Primeiramente, foi realizada a extracdo da proteina total da farinha
desengordurada, utilizando-se agua destilada na proporcéao de 1:15 m/v, pH 7,5,
ajustado com NaOH 2N, em temperatura ambiente durante uma hora, sob agitacao.
Em seguida, o material foi centrifugado a 7000rpm durante 60 minutos. O precipitado
foi descartado e, ao sobrenadante, a temperatura de 4 °C, adicionou-se metabisulfito
de so6dio na relacdo de 0,98¢g/L, sendo o pH ajustado para 6,4, permanecendo
“overnight’. O material foi centrifugado em 6500rpm por 20 minutos. O precipitado
contendo a fracdo globulina 11S foi descartado, e o sobrenadante foi levado a
concentracao de 0,25 mol/L de NaCl, o pH levado a 5,0 com adicao de HCI 2N,
permanecendo durante uma hora em repouso. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 7000rpm, durante uma hora. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante diluido (duas vezes) em agua destilada, levado ao pH 4,8, e mantido
“overnight’. Por fim, o material foi centrifugado a 6500rpm, por 30 minutos, e O
precipitado, contendo a fracdo globulina 7S, foi recolhido por solubilizagdo em
solugédo tampéao fosfato de sédio a 0,25 mol/L, pH 7,0 seguido de armazenamento a

temperatura de -24 °C (Figura 3).
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4.3. Métodos
4.3.1. Determinacao da proteina
As proteinas, em todas as etapas do isolamento, foram determinadas pelo

método de LOWRY et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrao.

FARINHA DE SOJA
60 mesh
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Figura 3. Fluxograma de obtencdo da fracdo protéica globulina 7S. Adaptado e
modificado a partir de NAGANO et al. (1992).
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4.3.2. SDS-PAGE da proteina globulina 7S

As proteinas isoladas foram analisadas por SDS-PAGE, para a identificacao
do peso molecular, conforme método descrito por LAEMMLI (1970), utilizando gel de
poliacrilamida 12%. Os géis, apos eletroforese por 3 horas a 150 V, foram corados
com Comassie Blue R 250, e descorados com solucdo de &cido
acético/metanol/agua. As seguintes proteinas padrdes de peso molecular foram
utilizadas para determinacdo de massa molecular: fosforilase b (94 kDa), albumina
de soro bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), inibidor
de tripsina de soja (21.5 kDa) e citocromo C de coracao de cavalo (12,4 kDa). Os
géis foram reproduzidos em scanner (alpha Innotech®), e analisados por
densitometria com software alpha Imager version 6.0, para identificacdo e

quantificacdo das subunidades.

4.2.3. Ensaio bioldgico

O ensaio biolégico teve como objetivo principal testar o efeito da
administracdo da B-conglicinina, nas concentracdes de 200 e 300mg por quilo de
peso do animal por dia, em parametros lipidicos plasmaticos e hepaticos,
comparando e testando com efeitos resultantes da administracdo de 30mg por quilo
de peso do animal por dia do medicamento fenofibrato. Para isso, utilizaram-se

animais submetidos a dietas especificas conforme descrito abaixo.

4.2.3.1. Dietas
Foram elaboradas duas dietas experimentais, conforme as recomendacdes
de composicao para ratos e roedores, sugeridos pela American Institute of Nutrition -

(AIN-93M) e descrito por Reeves et al. (1993). A primeira foi uma dieta padrédo
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normal e uma segunda, considerada hipercolesterolemica, acrescida de 1% de
colesterol e 0,5% de acido colico (NATH et al. 1959). As dietas foram produzidas
pela empresa PragSolucdes® Ltda, variando-se apenas o contetido de amido entre

as formulacdes, como descrito na Tabela 2.

4.2.3.2. Animais experimentais

Foram utilizados 54 ratos machos adulto-jovens (Rattus norvegicus var.
Albinus), linhagem Wistar, com 7 semanas de idade, peso inicial de 148 + 12,3g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Campus Botucatu. Os animais permaneceram no local do experimento por uma
semana, em gaiolas coletivas, seis animais por gaiola, a temperatura controlada de
22 + 2°C, com ciclo de claro-escuro de 12 horas, recebendo ragdo comercial Purina®
e agua ad libitum, para adaptacdo e aquisicdo do peso ideal, entre 180 e 200
gramas. Todos os procedimentos realizados com os animais foram executados de
acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research
Council, 1985), apdés analise e aprovacdao do comité de ética em pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, sob parecer protocolado de numero 19/2007.



Tabela 2. Comeosigéo das dietas exeerimentais ofertadas durante 28 dias.

'INGREDIENTE (g/kgdietay @& STD = HC  HC+7S"  HC+7S*  HC+FF  HC+7S%FF
Caseina” 1474 1474 1474 147.,4 147.,4 147,4
Amido 458,3 4433 4433 4433 4433 4433
Amido dextrinizado 155,0 155,0 155,0 155,0 155,0 155,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Celulose 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Mistura mineral* 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Mistura vitaminica* 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L-Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Birtatarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Colesterol* 0,00 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Acido célico” 0,00 5,0 50 5,0 50 50
Proteina (% energia) 22,8 23,3 23,3 23,3 23,3 23,3
Lipidio (% energia) 6,3 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
Carboidrato (%energia) 70,9 70,2 70,2 70,2 70,2 70,2
Tratamento
B-conglicinina (mg/kg/day) 200,0 300,0 300,0
Fenofibrato (mg/kg/day) 30 30

# Reagentes da sigma

HC+7S" = Grupo 7S 200mg; HC+7S? = Grupo 7S 300mg; HC+FF = Grupo fenofibrato 30mg; e HC+7S%+FF = Grupo 7S 300mg associado &
Fenofibrato 30mg.

: 3 Fornecido pela PragSolucdes®. *Reagente da Reagen®. STD = Grupo padréo; HC = Grupo hipercolesterolémico:;
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4.2.4. Protocolo experimental

Os animais experimentais foram divididos em seis grupos, permanecendo
nove animais em cada grupo experimental (n=9), e mantido em gaiolas individuais
(Figura 4). O primeiro grupo recebeu a dieta normal sem qualquer tipo de tratamento.
O segundo grupo (HC) recebeu a dieta hipercolesterolemica, sendo administrado
apenas o veiculo ausente de proteina. O terceiro (HC+7S') e quarto grupos
(HC+7S?) receberam a dieta hipercolesterolemica, sendo administrada a proteina B-
conglicinina solubilizada em solugdo salina, em doses de 200 e 300mg/kg de peso
corporal/dia, respectivamente. Os grupos cinco (HC+FF) e seis (HC+7S?+FF)
também receberam a dieta HC e foram tratados com 30mg/kg de peso corporal/dia
de fenofibrato, e 300mg/kg de B-conglicinina associado a 30mg/kg de fenofibrato

simultaneamente, respectivamente (Tabela 3).

Figura 4. Distribui¢cao individual dos animais em gaiolas de contencao.
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A administracdo das doses da proteina [B-conglicinina e da droga
hipolipemiante foi realizada diariamente as 9 e 14 horas, respectivamente,
considerando o peso corpdreo dos animais durante os 28 dias do experimento. A
administracao foi realizada por técnica de gavagem, com o animal imobilizado, por

meio de tragdo manual da pele da regidao dorsal (Figura 5).

TABELA 3. Grupo de animais e os diferentes tratamentos durante os 28 dias do

experimento.

GRUPOS DIETA TRATAMENTO
I. Padréao (STD) Normal Ausente
Il. HC Hipercolesterolémica Veiculo
ll. HC+7S' Hipercolesterolémica  200mg de B-conglicinina (7S")
IV. HC+7S? Hipercolesterolémica 300mg da 7S?
V. HC+FF Hipercolesterolémica 30mg de Fenofibrato

VI. HC+7S%+FF Hipercolesterolémica (7S?) + Fenofibrato
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Figura 5. Administragcao da proteina -conglicinina.

4.2.5. Crescimento ponderal, consumo alimentar e excrecao fecal

As pesagens dos animais foram realizadas de dois em dois dias, sempre
nos mesmos horarios, em balanca semi-analitica com precisdo de 0,5g. A ingestao
foi determinada pela diferenca do peso da dieta ofertada no dia anterior em relagéao
as sobras do dia posterior, pesadas em balanca analitica com precisao de 0,01g. As
fezes foram coletadas, secas em estufa a temperatura de 60°C “overnight’,
posteriormente, pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,01g, armazenadas
e conservadas em temperatura de congelamento de -24 °C para posteriores anélises
comparativas do comportamento entre os grupos que receberam diferentes

tratamentos durante os 28 dias do periodo experimental.
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4.2.6. Eficacia Alimentar (EA)
A eficacia alimentar foi calculada a partir do monitoramento do ganho de

peso em relagdo ao consumo alimentar diario, sendo medido a partir da seguinte

equacao: CEA(%)= (%) %100 .
a

Onde: Gp = ganho de peso; Ca = consumo alimentar.

4.2.7. Coleta do material biolégico

Ao final dos 28 dias do experimento e apds 12 horas de jejum, os animais
foram sacrificados por decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos contendo gel
separador SST Il (Vacutainer BD®), e em seguida centrifugado a 1900g por 15
minutos. O soro foi recolhido, armazenado sob congelamento a -20°C, para
posteriores analises bioquimicas. A gordura retroperitoneal, o figado e coracao
foram removidos, lavados em solugcao salina (9g NaCl/L), pesados, imediatamente
congelados e armazenados a -20 °C, para subseqglente analises comparativas entre

0S grupos experimentais.

4.2.8. Analises bioquimicas séricas

Foram realizadas analises séricas de colesterol total, HDL-colesterol e
triglicérides por meio de métodos enzimaticos utilizando kits da marca Labtest®.

O colesterol total foi determinado pela oxidacao do colesterol pela acao da
colesterol oxidase (COD), com prévia hidrélise dos ésteres de colesterol pela
colesterol esterase (COE). O colesterol era oxidado, produzindo peroxido de
hidrogénio (H-O.). Este composto produzia a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-
aminofenazona (4—AF), catalisada pela peroxidase (POD), com a formagao de uma

quinoneimina vermelha, com um maximo de absor¢gdo em 500nm. A intensidade da
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coloragao formada é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol na
amostra e estavel por 60 minutos.

Para o tracilglicerideo, a metodologia teve como principio a hidrélise dos
triglicerideos pela lipase lipoprotéica (LPL), produzindo glicerol e acidos graxos. O
glicerol era fosforilado com ATP na presenca da glicerol quinase (GK), formando
glicerol-3-fosfato, o qual foi oxidado liberando peréxido de hidrogénio na presenca
da enzima glicerol fosfato oxidase (GPO). O H>O,, na presenca da 4-aminoantipirina
e 4-clorofenol, numa reacao catalisada por uma peroxidase (POD), formou a 4-p-
benzoquinona-monoiminofenazona, que possui um maximo de absorcado em 505nm.

A determinacdo desta fragdo HDL-C foi realizada inicialmente pela
precipitacdo seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e
VLDL, respectivamente), mediante adicao do acido fosfotungstico. No sobrenadante,
separado por centrifugacao, permaneciam as lipoproteinas de alta densidade (HDL).
A determinacdo do colesterol ligado a estas lipoproteinas seguiu as reacdes
descritas para colesterol total.

A fracdo nado-HDL-C (LDL-C + VLDL-C) foi calculada pela diferenca entre
colesterol total e o HDL-C. A raz&o colesterol total/HDL-C e o indice aterogénico (IA)
calculado pela relagdo colesterol total-HDL-C/HDL-C foram calculados e
comparados entre os grupos experimentais. Os indices hepato-somatico e gordura
viscero-somatico foram calculados pelas seguintes relagdes, respectivamente, peso
do figado/peso corpoéreo x 100, e peso gordura visceral/peso corpéreo do animal x

100.
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4.2.9. Analises dos lipides hepaticos

Para determinacao do colesterol total e triglicerideos hepatico foi realizada
extracdo de acordo com metodologia descrita por Haug & Hostmark (1987).
Amostras dos figados foram removidas, misturadas a uma solucéo de isoproprilico
em concentragcdo de 10% m/v, homogeneizado em Potter-elvehjem durante cinco
minutos e mantidos em repouso por 48 horas, a temperatura de 4 °C.
Posteriormente, o material foi centrifugado a 1000g por 10 minutos. A partir do
sobrenadante obtido, foram realizadas as determinagdes do colesterol total e

triglicerideos por kits enzimaticos de acordo como descrito para as analises séricas.

4.2.10. Analise estatistica

Os dados dos seis tratamentos com nove repeticoes foram analisados
utilizando o software SigmaStat® 3.5 (Dundas software, Germany, 1999). Os dados
foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), para comparacdo multipla entre os tratamentos. Foi
estabelecido P < 0,05 como nivel de significancia. Todos os resultados foram
apresentados pela média + erro padrao (SEM). O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi realizado a partir da analise integral dos dados, considerando todos os

tratamentos.



Resultados e discussao

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composicao quimica da farinha de soja desengordurada

Os resultados encontrados na composicdo quimica da farinha
desengordurada de soja utilizada na obtengdo da B-conglicinina encontram-se
expostos na Figura 6.

A farinha desengordurada apresentou uma concentracao protéica e lipidica
de 51,02% e 6,14%, respectivamente. A matéria mineral representou 6,53% da
constituicdo da farinha. Estes resultados demonstram que a farinha desengordurada
apresenta elavada concentragdo de proteina comparada a média de 38% presente

no grao como citado por Kwok et al. (1997).
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Figura 6. Composicao quimica da farinha de soja desengordurada.

Os concentrados e isolados de soja, além de se tornarem ingredientes de
elevado valor nutritivo devido teor protéico, mineral e de fibras, constituem material

mais adequado para a realizacao da extracao e isolamento da B-conglicinina.
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5.2. Isolamento da proteina S-conglicinina

O método de extracdo da B-conglicinina, adpatado e modificado de acordo
com metodologia de Nagano et al. (1992), mostrou-se aceitavel para obtencdo do
material necessario para a execucao do experimento in vivo, como mostrado nas
figuras 7 e 8.

O rendimento de 9,23% da 7S em relacdo a farinha desengordurada foi
considerado relativamente baixo, porém, quando relacionado ao conteudo protéico
na farinha, este percentual passou a representar 19,96%. A analise densitométrica
mostrou que a fracado 7S representa 38,1% do total protéico da farinha, que permitiu
o calculo, a partir da determinacao da proteina obtida do processo de extracédo e
isolamento, do rendimento igual a 47,65%. A eficiéncia na obtencdo da proteina
torna-se dificil devido a série de etapas necessarias para garantir um isolamento

adequado (figura 7).
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Figura 7. Analise de rendimento na obtencéo da 3-conglicinina.
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A figura 8 mostra a eletroforese do isolado protéico da soja (PI), proteina -
conglicinina (7S) e glicinina (11S) isoladas. A andlise por densitometria mostrou que
as globulinas constituem 90% do isolado protéico de soja, sendo que a glicinina,
proteina majoritaria, representa 55,2% e a B-conglicinina, 38,1% da proteina total do
isolado. A relagdo 11S/7S encontrada foi de 1,44, semelhante as espécies cultivadas

no Japao que apresentam relacédo de 1,28 a 1,70 (tabela 4).
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Figura 8. SDS-PAGE em condigdes redutoras da globulina 7S e suas subunidades separadas de
acordo com procedimentos descritos em métodos. Linha Pl: extrato protéico total; Linha 11S:
globulina 11S isolada (glicinina); linha 7S: globulina 7S isolada (B-conglicinina); Linha M: proteinas

padrdo. Amostras aplicadas na faixa de 5ug.

A fracdo 11S apresentou contaminacdo de 8,3% da subfragdo B, que
constitui a 7S. Por outro lado, a fracao 7S formada pelas subunidades a’-conglicinina,
a-conglicinina e B-conglicinina, apresentou grau de pureza de 92%, mostrado na
figura 8 e descrito na tabela 4. A analise da proteina B-conglicinina demonstrou que

a fracdo [ representa a principal subunidade, resultados semelhantes aos

reportados por Fujita et al. (2001) para os cultivares Hayahikari (Japan), Kitamusume
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(Japan) e Akishirome (Japan), que, por sua vez, diferenciam dos cultivares Clark

(Egypt), Sangra (U.S.A.) e Bragg (U.S.A.), cuja fracao principal é a subunidade a’.

Tabela 4. Descricao das bandas, massa molecular (MM) e pureza das subunidades

do isolado protéico, glicinina e -conglicinina

FRACAO BANDA MM % SUBUNIDADE
1 82,14 11,9 a' 7S
2 76,03 12,2 a7S
PI 3 70,67 3,8 -
4 58,14 14,0 B7S
5 47,83 2,9 acid 11S
6 41,66 22,6 acid 11S
7 18,87 32,6 basic 11S
- 58,14 8,3 -
11S 1 47,83 5,2 acid 11S
2 41,66 43,8 acid 11S
3 22,07 42,6 basic 11S
1 82,14 19,7 a' 7S
2 76,03 25,1 a7S
7S 3 58,14 47,4 B7S
- 41,66 3,5 -
- 22,07 4,3 -

Pl = Isolado protéico, 11S = glicinina e 7S = 3-conglicinina.

5.3. Experimento in vivo: crescimento ponderal

A figura 9 mostra o ganho de peso dos grupos experimentais no periodo de
28 dias. O ensaio in vivo demonstrou que os grupos alimentados com a adicdo de
colesterol e acido célico (HC; HC+7S'; HC+7S?; HC+FF; HC+7S?+FF) ou ndo (STD)
tiveram crescimento ponderal semelhante durante o periodo experimental. Estes
resultados foram préximos aos reportados por Fukui et al. (2004), Chen et al. (2003)
e Kern et al. (2002), que utlizaram o mesmo protocolo para desenvolver
hipercolesterolemia em ratos.

Por sua vez, o tratamento com 200 ou 300mg/kg/dia da B-conglicinina n&o

mostrou ocasionar alteragdo no ganho de peso, como pode ser observado nos
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grupos HC+7S' e HC+7S? (Tabela 5). Resultados similares foram reportados por
Wilson et al. (2007), Fukui et al. (2002), Kern et al. (2002) com isolado protéico de
soja comparado ao grupo caseina, Fukui et al. (2004) com B-conglicinina, e Chen et
al., (2003), com a fracdo nao-hidrolisada da proteina de soja. Apenas Rho et al.,
(2007) observaram reducao de 27% do peso corporeo dos animais tratados com

10% da caloria como fonte protéica de um peptideo (BSP) de soja preta (black soy

peptide).
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Figura 9. Ganho de peso dos grupos experimentais tratados e ndo tratados com a proteina B-
conglicinina durante 28 dias. Valores representados em média + SEM. STD = Padrdo; HC =
Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S® = B-conglicinina
300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato
30mg/kg/dia.
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Neste estudo, ndo foi observada alteracao para este parametro, quando os
grupos (HC+FF e HC+7S?+FF) foram tratados com 30mg/kg/dia de fenofibrato.
Condicao semelhante foi verificada por Tsutsumi et al. (2001) e Yamamoto et al.
(1996), utilizando ratos tratados com 30mg/kg/dia e 0,05% na ragao,
respectivamente. Por outro lado, sabe-se que este medicamento hipolipidémico
provoca significativa reducdo de peso durante um tratamento prolongado.
Sotomayor et al. (2007), apds 8 semanas, e Ferreira (2006), passados nove dias,
observaram este efeito em ratos Wistar tratados com concentracdo de 100mg/kg/dia
do fenofibrato, comparado ao controle. Metais et al. (2008) reportaram, em ratos
Zucker diabéticos tratados com 100mg/kg/dia, a reducao de peso somente a partir
da 142 semana de tratamento. Dados de Mancini et al. (2001), em ratos Wistar,
mostrou que a reducdo no ganho de peso inicia-se a partir da 82 semana de
tratamento, com uma concentracao de 320mg/kg/dia.

Certamente, este efeito ndo foi observado neste estudo devido ao periodo
de quatro semanas, associado a concentracdo de 30mg/kg/dia de fenofibrato,
empregado no experimento. De tal modo, ndo foram observadas alteracdes em

outros paramentros analisados.

5.4. Consumo, eficacia alimentar (EA) e excrecao fecal

A tabela 5 mostra o efeito da dieta, da B-conglicinina e do fenofibrato, no
consumo, eficacia alimentar e excrecdo fecal dos grupos experimentais,
acompanhados durante 28 dias.

De maneira semelhante ao observado para o ganho de peso, o tipo de dieta
STD ou HC nao provocou alteracbes significativas nos paradmentros citados

anteriormente, com excecao da excrecédo fecal, sendo estes resultados semelhantes
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aos reportados por Rho et al. (2007), Chen et al. (2003), Fukui et al. (2002), Kern et
al. (2002) e Aoyama et al. (2000).

Por outro lado, a excrecao fecal foi maior nos grupos alimentados com a
dieta suplementada com colesterol. O HC, comparado ao STD, teve aumento de
37,55% do peso seco, sendo ainda que este grupo apresentou acréscimo
significativo de 26,40%, 22,10%, 22,10% e 26,85% respectivamente, comparado aos
grupos HC+7S'"; HC+7S?; HC+FF e HC+7S?+FF, oposto encontrado por Chen et al.
(2003), Fukui et al. (2002), Kern et al. (2002) e Aoyama et al. (2000). Somente os
resultados de Rho et al. (2007), mostraram que a excrecdo do grupo
hipercolesterolémico confrontado aos grupos alimentados com peptideo BSP, 2% e
6% da caloria total da dieta, teve um aumento, respectivamente, de 61,74 e 86,00%,
resultados estes similares aos encontrados neste estudo.

Os dados observados a partir da administracao da dose de 30mg/kg/dia de
fenofibrato nos grupos HC+FF e HC+7S2+FF, comparados aos grupos HC+7S' e
HC+7S? permitem sugerir que o consumo e a excreta fecal ndo apresentam
relacdes com a acdo do medicamento. Estes resultados confirmam os apresentados
por Ferreira et al. (2008) e Sotomayor et al. (2007), que ndo observaram alteracdes
no consumo alimentar em ratos tratados com 100mg/kg/dia de fenofibrato. Metais et
al. (2008) mencionam o acréscimo da ingestdo na 72 semana de tratamento com

100mg/kg/dia.



Tabela 5. Peso corpéreo, ingestao, excrecao fecal e eficacia alimentar (EA) dos grupos experimentais apds 28 dias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS?

STD HC HC + 7S’ HC + 75° HC+FF HC+7S°+FF ANOVA

VARIAVEIS MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM Ps<

Peso Inicial (g) 195,23 5,03 196,55 4,63 191,12 4,79 19526 3,64 193,26 3,64 193,18 3,62 0,961
Peso Final (g) 287,77 7,07 295,01 543 287,61 5,75 300,64 7,71 281,14 4,25 306,64 7,71 0,088
Ganho de peso (g/dia) 331 024 351 032 344 022 376 029 38 029 3,14 0,17 0,065
Consumo alimentar (g/dia) 15,47 0,27 16,74 0,33 16,22 0,32 16,25 0,22 1535 0,22 1561 0,30 0,069
Excrecao (g/dia) 2,61° 0,08 359° 0,12 284" 0,09 294° 0,09 294° 009 2,83 0,09 0,001
CEA 21,36 1,67 21,01 144 2124 126 23,05 193 2321 1,983 20,90 1,51 0,091

fValores representados em média + SEM. Médias com letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenca estatistica

significativa (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. STD = Padrdo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = p-
conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S° = p-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S°+FF = pS-

conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.
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5.5. Peso relativo dos orgaos e indices hepato e viscero-somaticos

Os resultados descritos na tabela 6 mostram que peso relativo do figado
dos animais alimentados com 1% de colesterol e 0,5% de acido cdélico (dieta HC) foi
significativamente maior (P < 0,01), comparado ao padrao (STD). Para o grupo HC,
este aumento representou 24,22%, efeito semelhante ao reportado por Sirtoti et al.
(1984), em ratos alimentados com dieta suplementada com 1,2% de colesterol.

A administracdo da proteina B-conglicinina nos grupos HC+7S' e HC+7S?
nao promoveu reducao deste efeito, que foi ratificado pelo indice hepato-somatico
(Figura 10). Resultado similar foi observado Chen et al. (2003), utilizando ratos
alimentados com a fracao nao-hidrolisada do isolado protéico de soja, e Aoyama et
al. (2000), em camungongos geneticamente obesos e alimentados com isolado e
hidrolisados de proteina de soja. Por outro lado, Aoyama et al. (2001) reportaram,
em ratos alimentados com isolado protéico ou B-conglicinina, reducdo do peso
hepatico de 15,85 e 21,14%, respectivamente. Esse comportamento foi observado
inicialmente por Sirtori et al. (1984), em ratos que tiveram reducgédo de 13,44% do
peso, quando alimentados com proteina de soja e comparando-se ao grupo caseina.

No entanto, a dose de 30mg/kg/dia do fenofibrato promoveu um aumento
significativo (P < 0,001) do peso hepatico nos grupos HC+FF e HC+7S?FF, iguais a
93,57% e 77,25%, respectivamente, quando comparados ao STD, e 55,83% e
42,69%, respectivamente, em relacdo ao HC. O grupo HC+7S?FF teve efeito de
23,54% menor comparado ao HC+FF (P < 0,01), indicando que a [B-conglicinina
minimizou os efeitos produzido pelo fenofibrato (Figura 10). Yamamoto et al. (1996)
mostraram, em ratos que consumiram, durante nove dias, dieta suplementada com

0,05% de fenofibrato, um aumento de 42,59% do peso hepatico. Dado semelhante
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foi reportado também por Mancini et al. (2001), em ratos tratados por 60 dias, em
que o acréscimo foi de 35,29%.

No entanto, o peso relativo do tecido adiposo, indice viscero-somatico, do
coracdo e a relacdo coracdo / peso corpéreo nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos experimentais padrdao (STD), hipercolesterolémico
(HC), tratados com proteina (HC+7S" e HC+7S?) e fenofibrato (HC+FF; HC+7S2+FF)
(Tabela 6). Estes resultados foram semelhantes aos reportados por Aoyama et al.
(2000) e Kern et al. (2002), em ratos Sprague-Dawley alimentados com dietas com
isolado ou hidrolisado de soja como fonte protéica, corroborando posteriormente
(Aoyama et al., 2001) em ratos adultos Wistar alimentados com isolado protéico e
mesmo com a proteina B-conglicinina. Por outro lado, Rho et al. (2007), em ratos
Sprague—Dawley tratados com BSP (black soy peptide), apresentaram reducéo do
tecido adiposo em 12,23%, 19,68% e 26,06%, respectivamente, para os animais
alimentados com o peptideo BSP em 2%, 6% e 10% da caloria total da dieta.
Moriyama et al. (2004), em camundongo normal (ICR) e geneticamente modificado
(KK-AY), observaram reducgéo nao significativa da deposicdo de gordura nos animais
tratados com as proteinas 3-conglicinina ou glicinina da soja.

Embora ndo tenha sido observada reducédo significativa do tecido adiposo
neste experimento, o indice viscero-somatico (Figura 11) mostrou diminuicdo de
6,88% e 13,23%, respectivamente, para os grupos HC+FF e HC+7S%+FF, que
receberam o fenofibrato. A acdo do medicamento pode ter sido responsavel pelo

observado, ja que nos grupos HC+7S e HC+7S? nada foi alterado.
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Tabela 6. Peso relativo dos 6rgaos, tecido adipose e indices hepato (IHS), viscero (IVS)-somaticos, dos grupos experimentais apds
28 dias

GRUPOS EXPERIMENTAIS?

STD HC HC + 7S’ HC + 75° HC+FF HC+7S°+FF  ANOVA

VARIAVEIS MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM MEDIA SEM P<

Figado (g) 10,90° 0,45 1354° 036 1261° 0,41 1355° 0,87 21,10° 069 1932° 0,38 0,001
IHS (%) 379 0,12 4,59° 0,14 438 0,10 441° 020 7,51® 027 6,30° 0,12 0,001
Tecido adiposo (g) 505 036 554 023 522 044 539 046 497 024 502 028 0,521
IVS (%) 1,75 o011 189 o010 181 0,15 179 0,13 1,76 009 1,64 0,11 0,032
Coragio (g) 1,088 0,04 1,032 0,04 0,998 0,03 0,944 003 0957 0,03 0957 0,02 0,085
Coracéo / Peso (g) 0,379 0,01 0,349 0,01 02347 0,01 0309 0,02 0,341 001 0,331 0,01 0,070

fValores representados em média + SEM. Médias com letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenca estatistica
significativa (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. STD = Padrdo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = f-

conglicinina 200mg/Kg/dia; HC+7S° = [-conglicinina 300mg/Kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/Kg/dia e HC+7S°+FF = /-
conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/Kg/dia.
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Figura 10. Comparacgéo entre os indices hepato-somatico (IHS) dos grupos experimentais. *Valores
representados em média + SEM. Resultados sobrescritos com letras distintas comparadas entre

colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P < 0,05).
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Figura 11. Comparagao entre os indices viscero-somatico (IVS) dos grupos experimentais. *Valores

representados em média £+ SEM. Resultados sobrescritos com letras distintas comparadas entre
colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P < 0,05). STD = Padrdo; HC =
Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/Kg/dia; HC+7S? = B-conglicinina
300mg/Kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/Kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato
30mg/kg/dia.



Resultados e discussao

5.6. Lipidios e lipoproteinas plasmaticas

Na figura 12 encontra-se o resultado da concentracdo sérica do colesterol
total nos grupos com dieta STD ou HC, tratados com a proteina (B-conglicinina ou
fenofibrato.

O colesterol total sérico foi significativamente maior nos grupos que
receberam a dieta HC, enriquecida com 1% de colesterol e 0,5% de acido cdlico,
durante os 28 dias. Entretanto, a administracdo, em diferentes concentracbes da
proteina B-conglicinina, promoveu uma atenuacao da acao provocada pela dieta HC.
Os resultados mostram que a B-conglicinina provocou uma diminuicdo significativa
do nivel plasmatico de colesterol total nos grupos HC+7S' (P<0,05) e HC+7S?
(P<0,01), quando comparados ao grupo HC. O HC+7S? teve uma reducéo superior
quando comparado ao HC+7S' (P<0,05). Os grupos HC+FF e HC+7S?+FF tratados
com o fenofibato apresentram redugdo mais intensa e significativa (P < 0,001).

O resultado do colesterol total, em relacdo aos diferentes tratamentos,
mostra que o HC (3,88 £ 0,22 mmol/L) apresentou um aumento de 142,50% em
relacdo ao STD (1,60 £ 0,05 mmol/L) apds os 28 dias experimentais (P < 0,001).
Resultados semelhantes aos reportados por Fukui et al. (2002), e Zhong et al.
(2007), em ratos com dieta suplementada com 1% de colesterol e 10% de gordura
de porco, que durante apenas 10 dias provocou aumento de 100,89%.

A administracdo da B-conglicinina provocou uma diminuicdo de 11% e 23%
respectivamente, nos grupos HC+7S' (3,45 + 0,11 mmol/L) e HC+7S? (2,99 + 0,10
mmol/L), quando comparados ao HC. E importante ressaltar que o HC+7S? mostrou
reducdo de 13,5% superior ao HC+7S'. A administracdo de fenofibrato em
associagdo ou ndo com a B-conglicinina, acarretou redu¢cao, comparativamente ao

grupo hipercolesterolémico. Deste modo, os grupos HC+FF (2,49 + 0,15 mmol/L) e
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HC+7S2+FF (2,33 + 0,22 mmol/L) apresentaram reducdo, respectivamente, de
35,82% e 39,95. Por outro lado, no grupo HC+7S%+FF, em que os animais foram
tratados com a associacdo da proteina-medicamento, ndo houve uma reducao

significativa em relacéo ao grupo HC+FF (P > 0,05).

COLESTEROL TOTAL FLASMATICO, mmaliL
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Figura 12. Concentracdo sérica de colesterol total dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apos 28 dias. *Valores representados em média + SEM. Resultados sobrescritos com
letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P<0,05).
STD = Padrao; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S° =
B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e
fernofibrato 30mg/kg/dia.

Este efeito observado no colesterol sérico dos animais tratados com a B-
conglicinina foi reportado por Aoyama et al. (2000) que obtiveram reducdo de
29,08% em ratos alimentados com isolado de soja hidrolisado. Fukui et al. (2002)
verificaram diminuicdo de 20,57%, em ratos Sprague-Dawley alimentados com
dietas a base de isolado protéico de soja ausente de compostos de isoflavona. Chen

et al. (2003) apontou uma redugao de 29,18% em ratos Wistar alimentados com
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10% da fracdo nao-hidrolisada obtida de isolado protéico de soja. Recentemente,
Duranti et al. (2004) reportaram uma reducédo de 49% e 36%, respectivamente, em
ratos Sprague-Dawley tratados com [B-conglicinina e com a subunidade o’ da B-
conglicinina. Por outro lado, Adams et al. (2002) observaram redugao de 33,91%,
somente em camundongos fémeas ovariectomizadas transgénicos deficientes em
receptores de LDL (LDLR -/-), com dieta isenta de isoflavona, o que n&do se observou
nos machos. Para ambos os sexos, em camundongos transgénicos deficientes em
Apo E (Apo E -/-), ndo foram observadas alteragbes quando alimentados com
proteina isolada de soja isenta ou suplementada com compostos de isoflavona.
Moriyama et al. (2004) n&o obtiveram alteragdo para este evento em camundongos
normais e geneticamente obesos tratados com glicinina e B-conglicinina.

A acao do fenofibrato observada neste experimento foi igualmente reportada
por Tsutsumi et al. (2001) que, em ratos Wistar com peso inicial entre 160 e 190g, e
tratados durante 28 dias com concentracbes de 5 e 30mg/kg/dia do fenofibrato,
observaram reducédo de 14,07% e 37,11%, respectivamente, do colesterol sérico.
Ferreira et al. (2008) e Sotomayor et al. (2007) observaram reducao de 45,88% e
43,71%, respectivamente, em ratos Wistar, quando tratados com dose de
100mg/kg/dia.

A figura 13 mostra o resultado da concentracdo sérica de triglicerideos nos
grupos com dieta STD ou HC, tratados com a proteina -conglicinina ou fenofibrato.
Como observado com o colesterol, a concentragdo de triglicérides séricos foi
aumentada significativamente, comparada ao grupo padréao (P < 0,001), ap6s os 28
dias alimentados com a dieta HC. Entretanto, a administracdo em diferentes
concentragdes da B-conglicinina promoveu uma reducao significativa nos niveis de

triglicerideos dos grupos HC+7S' (P < 0,05) e HC+7S? (P < 0,01), observada
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também nos grupos HC+FF (P < 0,001) e HC+7S?+FF (P < 0,001). O grupo HC+7S?
apresentou uma reducdo mais préxima ao HC+FF (P < 0,05) que o grupo HC+7S".
As concentracoes plasmaticas de triglicérides dos grupos tratados com [3-
conglicinina apresentaram valores 25% e 34,78% menores, respectivamente, para o
HC+7S' (0,69 + 0,05 mmol/L) e HC+7S? (0,60 + 0,04 mmol/L), em relagdo ao HC
(0,92 + 0,05 mmol/L). Por outro lado, 0 HC+7S? apresentou reducdo de 9,78% maior
que o HC+7S". Os grupos HC+FF (0,50 + 0,02 mmol/L) e HC+7S?+FF (0,49 * 0,03
mmol/L) mostraram diminuicdo de 45,65 e 46,74%, respectivamente, comparados ao

HC.

TRIGLICERIDEC PLASMATICQ, mmoliL
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Figura 13. Concentracdo sérica de triglicerideo dos grupos experimentais com diferentes tratamentos
apds 28 dias. *Valores representados em média + SEM. Resultados sobrescritos com letras distintas
comparadas entre colunas apresentam diferenca estatistica significativa (P < 0,05). STD = Padréo; HC =
Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S* = B-conglicinina

300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S°+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato
30mg/kg/dia.

O efeito da proteina B-conglicinina no triglicéride, evidenciado em nosso

estudo, foram distintos dos descritos por Aoyama et al. (2000), em ratos Sprague-
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Dawley, que apresentaram reducdo nado significativa de 24,81% e 33,33%,
respectivamente, para isolado protéico e seu hidrolisado, comparado ao controle
caseina. O mesmo foi evidenciado por Fukui et al. (2002), em ratos da mesma
linhagem, alimentados com isolado protéico suplementado ou ndo com compostos
de isoflavona. Por outro lado, resultados similares aos nossos foram reportados por
Aoyama et al. (2001), que observaram, em ratos adultos Wistar, diminuicdo de
38,98% com isolado protéico de soja e 58,31% com a B-conglicinina. Fukui et al.
(2004) mostraram reducdo de 41,30% nos triglicérides séricos em ratos Wistar
tratados por 10 dias com B-conglicinina. Duranti et al. (2004), em ratos Sprague-
Dawley tratados com [-conglicinina ou com a subunidade o' da B-conglicinina,
evidenciaram uma reducao do triglicerideo sérico em 34% e 50%, respectivamente.
Zhong et al. (2007) reportaram, em camundongos tratados durante 30 dias com
peptideo obtido da hidrolise da proteina de soja (SAPH), uma reducao de 18,38%,
11,76% e 19,85%, respectivamente, quando tratados com dose de 0,1g, 0,59 e 2,5¢
SAPH/kg.

Os grupos tratados com fenofibrato apresentaram reducéo significativa da
concentracao dos triglicerideos séricos, semelhante aos resultados evidenciados por
Ferreira et al. (2006), que mostraram uma redugdo de 59,06% em ratos Wistar
alimentados com dieta normal e tratados por nove dias com 100mg/kg/dia de
fenofibrato. Posteriormente, corroborado por Ferreira et al. (2008), em estudo com
uma dieta suplementada com 1% de acido orético, que nas mesmas condicoes
anteriores mostrou diminuicdo de 65,26%, quando comparado ao controle.
Sotomayor et al. (2007), em ratos Wistar com dieta normal e administrando

100mg/kg/dia de fenofibrato, durante 8 semanas, observaram redugcéo de 36,36%
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dos triglicerideos. Isso foi também reportado por Metais et al. (2008), que notaram
uma diminui¢do de 44,18% em ratos Zucker diabéticos.

Na figura 14 e 15 encontram-se os resultados das concentragdes séricas da
fracdo HDL-C e nao-HDL-C, nos grupos com dieta STD ou HC, tratados com a
proteina B-conglicinina ou fenofibrato. A dieta hipercolesterolémica (HC) provocou
reducao siginificativa (P < 0,05) da concentracao sérica da lipoproteina HDL no
grupo HC (0,45 £+ 0,02 mmol/L), comparado ao grupo padrao (0,79 £ 0,03 mmol/L).
Por outro lado, a administracdo da proteina B-conglicinina mostrou minimizar este
efeito, como observado nos grupos HC+7S' (P > 0,05) e HC+7S? (P < 0,05), que
apresentaram valores aumentados desta lipoproteina em relacdo a sua
concentracdo do HC. No entanto, este efeito foi percentualmente inferior ao
observado nos animais tratados com o fenofibrato. Os grupos HC+FF (P < 0,01) e
HC+7S%+FF (P < 0,001) mostraram aumento mais significativo neste paramentro em
relagdo ao HC. A concentragdo do HDL-C indicou aumento de 32,81% e 56,85%,
respectivamente, para os grupos HC+7S' (0,59 + 0,02 mmol/L) e HC+7S? (0,70 +
0,05 mmol/L), em relagdo ao grupo HC, e o grupo HC+7S? apresentou valor 24,04%
maior que o HC+7S'. No HC+FF (0,88 + 0,13 mmol/L) e HC+7S?+FF (0,93 + 0,10
mmol/L) este acréscimo foi de 97,98% e 109,66%, respectivamente.

Por outro lado, a concentracdo plasmatica da fragdo nao-HDL-C (VLDL-C +
LDL-C), que se mostrou expressivamente aumentada no grupo HC (P < 0,001) em
relacdo ao STD (0,81 £ 0,08 mmol/L), foi significativamente menor nos grupos
HC+7S' (P < 0,05) e HC+7S? (P < 0,01), tratados com B-conglicinina, e no HC+FF
(P < 0,001) e HC+7S2+FF (P < 0,001), que receberam o fenofibrato. A fracdo néo-
HDL-C mostrou-se 16,62% (2,86 £ 0,14 mmol/L) e 33,24% (2,29 = 0,10 mmol/L)

menor, respectivamente, para os grupos HC+7S' e HC+7S?, se comparados ao HC
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(3,43 mmol/L). O HC+7S? apresentou uma reducdo 16,62% superior ao HC+7S'. No
grupo HC+FF (1,61 + 0,06 mmol/L) e HC+7S?+FF (1,39 + 0,12 mmol/L), este

decréscimo foi de 53,06% e 59,48%, respectivamente.

HOL-C PLASMATICO, mmoliL
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Figura 14. Concentragao sérica da lipoproteina HDL-C dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apés 28 dias. *Valores representados em média £+ SEM. Resultados sobrescritos com
letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P < 0,05).
STD = Padréo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S? = B-
conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e
fernofibrato 30mg/kg/dia.

Os resultados mostrados neste estudo para HDL-C e nao-HDL-C foram
semelhantes aos reportados por Dabai et al. (1996) que verificaram que algumas
espécies de leguminosas — Phaseolus vulgaris, Phaseolus Ilunatus e a Vigna
subterrdnea — elevaram o HDL-C em 41,84%, 40,82% e 68,37%, em ratos Wistar
alimentados com dieta hipercolesterolémica com 1% de colesterol e 0,5% de acido

coblico.
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Figura 15. Concentracao sérica da fragdo nao-HDL (VLDL-C + LDL-C) dos grupos experimentais com
diferentes tratamentos apds 28 dias. *Valores representados em média + SEM. Resultados
sobrescritos com letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenga estatistica
significativa (P<0,05). STD = Padrao; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina
200mg/kg/dia; HC+7S® = B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e
HC+7S2+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.

Rho et al. (2007), em ratos Sprague—Dawley tratados com BSP (black soy
peptide), mostraram aumento do HDL-C em 29,28%, 41,00% e 122,62%, e reducao
da fracao nao-HDL-C em 13,84%, 24,44% e 54,28%, respectivamente, para BSP em
2%, 6% e 10% do valor calérico da dieta. Kern et al. (2002) observaram acréscimo
nao significativo da HDL-C, porém, houve reducao de 38,32% na fracdo nao-HDL-C
em ratos Sprague-Dawley alimentados com isolado protéico de soja. Choi et al.
(2005) reportaram aumento na HDL-C de 105,26% e 66,67%, respectivamente, em
camundongos diabéticos geneticamente modificados (KK-AY), com dieta normal e
hiperlipidica, ambos alimentados com proteina isolada de um grao de milho

(Panicum miliaceum L). Resultados contrarios foram observados por Aoyama et al.



Resultados e discussao

(2000), em ratos Sprague—Dawley alimentados com isolado protéico, em que nao
ocorreu alteragcdo da HDL-C. Posteriormente, no entanto, Aoyama et al. (2001)
mostrou que o isolado protéico e a -conglicinina da soja provocavam reducao em
ratos Wistar, comparados a caseina, em grupos alimentados com o hidrolisado
protéico. Por outro lado, Wilson et al. (2007) observaram um aumento significativo,
na 22 semana, de 17,11% da HDL-C; no entanto, a fracao nao-HDL-C foi menor em
53,16%, 57,12% e 41,51%, respectivamente, na 22, 42 e 62 semanas, em Hamsters
alimentados com proteina isolada de soja isenta de isoflavonas. Zhong et al. (2007)
mostraram, em camundongos tratados com peptideo obtido da hidrélise da proteina
de soja (SAPH), uma reducédo da concentracado da fracado ndo-HDL-C de 9,46%,
34,46% e 44,59%, respectivamente, quando tratados com dose de 0,1, 0,5 e
2,59/SAPH/kg.

As figuras 16 e 17 mostram os respectivos resultados das relacdes entre
colesterol total-HDL-C e do indice aterogénico, nos grupos com dieta STD ou HC,
tratados com a proteina B-conglicinina ou fenofibrato.

A razao colesterol total-HDL-C e o indice aterogénico, definido como
indicador da pré-disposi¢ao da incidéncia as doencas do coragao, no grupo HC (8,33
+ 0,58 mmol/mmol e 8,09 + 0,07) foram intensamentes aumentados, determinando
relacdes negativas comparados ao grupo STD (2,02 + 0,04 mmol/mmol e 1,02 %
0,03) (P < 0,001), e contrarios aos evidenciados nos grupos HC+7S' (P < 0,001) e
HC+7S? (P < 0,001), que apresentaram valores menores em relagdo ao grupo HC,
sendo observado também para os grupos HC+FF (P < 0,001) e HC+7S?+FF (P <
0,001). Estes resultados indicam que a B-conglicinina tem efeito na modulacao das
lipoproteinas, que interferem diretamente no indice aterogénico indicador da pré-

disposicao da incidéncia das doencas do coracdo. Uma vez que estes eventos foram
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mais evidentes comparados aos dados de colesterol total, pelo fato de se tratar da
relacdo entre duas variaveis relacionadas, que possibilitaram demonstrar que os
grupos HC+7S' (5,90 + 0,28 mmol/mmol e 4,91 + 0,11) e HC+7S? (4,52 + 0,42
mmol/mmol e 3,52 £ 0,11), em relacdo ao grupo HC apresentaram reducdo de
29,17%, 39,31% e 45,74%, 56,49%, respectivamente, para cada grupo, no colesterol
total/HDL-C e no indice aterogénico. O grupo HC+7S? apresentou uma redugédo de

16,57% e 17,18% maior que o grupo HC+7S' para esses parametros.

9 —
= i
£ 8-
E i
g 7-
£
o 4 -
-
] i
I n
= 5
=
=
O 44
=
)
& 34
E d
R —
2 ‘ sy
©ad L , a7
o dlsid Vo W s L,

T T T T T ——7 T 1
ST HC HC+7 5" HC+732 HC+FF  HOC+78%+FF

Figura 16. Relagao entre colesterol total — HDL-C dos grupos experimentais. *Valores representados
em média £ SEM. Resultados sobrescritos com letras distintas comparadas entre colunas apresentam
diferenca estatistica significativa (P<0,05). STD = Padrdo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' =
B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S® = pB-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato
30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.

A atuacéo do fenofibrato observada na razéo colesterol total/HDL-C e indice
aterogénico, respectivamente nos grupos HC+FF (2,96 + 0,34 mmol/mmol e 1,96 *

0,12) e HC+7S?+FF (2,84 + 0,47 mmol/mmol e 1,53 * 0,15), mostrou um efeito
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superior a B-conglicinina, minimizando a acao da dieta (HC) e levando-a préximo aos
valores do grupo padrao (STD). A reducédo observada para colesterol total/HDL-C foi

de 64,47% e 65,91%, e no indice aterogénico de 75,77% e 81,09%, respectivamente.

.
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Figura 17. indice aterogénico dos grupos experimentais com diferentes tratamentos apds 28 dias.
*Valores representados em média + SEM. Resultados sobrescritos com letras distintas comparadas
entre colunas apresentam diferenca estatistica significativa (P<0,05). STD = Padrao; HC =
Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S® = B-conglicinina
300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S%+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato
30mg/kg/dia.

Os efeitos da proteina B-conglicinina para estes paraméntros evidenciados
em nosso estudo, mostraram-se semelhantes aos reportados por Rho et al. (2007),
que observaram reducao do indice aterogénico em ratos tratados com BSP (black
soy peptide) de 30,78%, 48,88% e 80,04%, respectivamente, para dietas contendo
peptideo BSP em 2%, 6% e 10% do valor calérico da dieta. Song et al. (2003)
mostraram, em Hamsters machos, uma reducéo de 28,04% e 16,82%, e em fémeas

de 55,69% e 41,12%, respectivamente, quando alimentados com isolado protéico de
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soja isento ou suplementado com daidzeina. Kern et al. (2002) evidenciaram uma
diminuicdo de 22,91% e 40,95%, respectivamente, em ratos alimentados com
isolado protéico de soja. Por outro lado, Aoyama et al. (2000; 2001), em ratos
tratados com isolado protéico hidrolisado ou néo, e posteriormente com a pB-
conglicinina, ndo observaram reducao do indice aterogénico, quando comparado ao
grupo caseina.

A analise de correlacdo mostrou uma significante (P < 0,01) dependéncia
entre as seguintes variaveis: colesterol total e colesterol ndo-HDL (Figura 18) com r?
= 0,941, r = 0,914 (Pearson); colesterol total e indice aterogénico (Al) (Figura 19)
com r? = 0, 739, r = 0,820 (Pearson); e colesterol HDL e Al (Figura 20), com r? =

0,522, r =-0,513 (Pearson).
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Figura 18. Correlagdo entre colesterol total e colesterol ndo-HDL sérico, dos grupos experimentais
com diferentes tratamentos ap6s 28 dias. STD = Padréo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' =
B-conglicinina  200mg/kg/dia; HC+7S% = B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato
30mg/kg/dia e HC+7S2+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.
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A dieta hipercolesterolémica (HC) mostrou aumentar significativamente o
colesterol total sérico (Figura 12), sendo que este paramentro apresentou relacao
direta com acréscimo da fracdo nao-HDL-C e do Al, o que confirma analogia positiva

para a dislipidemia.
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Figura 19. Correlagao entre colesterol total sérico e indice aterogénico, dos grupos experimentais
com diferentes tratamentos ap6s 28 dias. STD = Padrdo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S" =
B-conglicinina  200mg/kg/dia; HC+7S® = B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato
30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.
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Figura 20. Correlagcao entre colesterol HDL sérico e indice aterogénico, dos grupos experimentais
com diferentes tratamentos ap6s 28 dias. STD = Padréo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' =
B-conglicinina  200mg/kg/dia; HC+7S? = B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato
30mg/kg/dia e HC+7S2+FF = B-conglicinina 200 e fernofibrato 30mg/kg/dia.

A fracao HDL-C, reduzida pela acéo da dieta HC (Figura 14), mostrou uma
relagdo negativa com indice aterogénico. Estes resultados confirmam que o
aumento do HDL-C possui uma relagdo negativa, enquanto o colesterol total e o nao
HDL-C, nos ratos alimentados com a dieta HC, esteve diretamente relacionada com
0 aumento da pré-disposicao aterogénica. Por outro lado, a administracdo da

proteina B-conglicinina mostrou alterar este quadro.

5.7. Lipidios hepaticos

A figura 18 mostra o resultado da determinagédo do colesterol total hepatico
nos grupos com dieta STD ou HC, tratados com a proteina B-conglicinina ou
fenofibrato. O colesterol total hepatico foi significativamente maior (P < 0,001) nos

grupos que receberam a dieta HC (58,44 + 0,85 umol/g), enriquecida com 1% de

\S)
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colesterol e 0,5% de acido cdlico durante os 28 dias, comparado ao grupo STD (7,1
+ 0,33 umol/g). Por outro lado, a administracdo em diferentes concentragbes da
proteina B-conglicinina promoveu diminuicao da acdo provocada pela dieta HC. Os
resultados mostram que a B-conglicinina provocou uma reducdo significativa do
colesterol total hepatico nos grupos HC+7S' (P < 0,01) e HC+7S? (P < 0,001),
quando comparado ao grupo HC, com o HC+7S? apresentando redugédo superior ao
HC+7S' (P < 0,05). Os grupos HC+FF e HC+7S?+FF apresentram reducdo mais
intensa e significativa (P < 0,001), comparado aos efeitos da proteina. Os grupos
que receberam a B-conglicinina apresentaram valores de 10,95% e 20,91% menores,
respectivamente, para o HC+7S' (52,04 + 0,90 umol/g) e HC+7S? (46,22 + 0,65
umol/g) em relacdo ao HC, com. o HC+7S? apresentando reducdo de 9,96% maior
que o primeiro. Os grupos HC+FF (39,58 + 0,85 pmol/g) e HC+7S?+FF (37,86 + 0,80
umol/g) mostraram diminuicdo de 32,26% e 35,20%, respectivamente, comparados
ao HC.

Chen et al. (2003) observaram redugcdo de 17,59% do colesterol total
hepatico em ratos alimentados com 10% da fracdo ndo-hidrolisada obtida de isolado
protéico de soja. Dabai et al. (1996) mostraram, em estudo de comparacao entre os
efeitos de varias espécies de leguminosas, uma reducdo 6,45% em ratos
alimentados com a proteina isolada do feijao Phaseolus lunatus. Sirtori et al. (1984)
observaram reducéo de 95,30% no colesterol esterilificado e 23,53% no livre, em

ratos Sprague—Dawley alimentados com proteina de soja.



Resultados e discussao

L]
o

&

e

(5]
o

&
(=]

i
L=~

]
(2]

o
E2: )
PR N TN NI NTUN TN NI NNNC NN T S |

[
E=

-
&
i

COLESTEROL TOTAL HEPATICO, wmol/g

s
=1
]

&2}
]

e
s [ S
L] l L)

l o T I
HC HC+78' HC+782

L=

T T 1

- I |
HC+FF HC+7S*+FF

Figura 21. Concentracdo hepatica de colesterol total dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apo6s 28 dias. *Valores representados em média + SEM. Resultados sobrescritos com
letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P<0,05).
STD = Padrao; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S° =
B-conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S?+FF = B-conglicinina 200 e
fernofibrato 30mg/kg/dia.

Gatchalian-Yee et al. (1997), em hamsters alimentados com éleo de “perila”
10% e 0,2% de colesterol na dieta, tendo como fonte protéica fragdo ndo-digerida da
proteina de soja, mostraram reducao de 79,37% do colesterol hepatico, e de 47,17%
no sérico, em relagdo ao grupo alimentado com isolado protéico de soja. Em um
segundo experimento, nas mesmas condi¢cées anteriormente citadas, alterando a
fonte lipidica para 10% de 6leo de girassol e 0,5% de colesterol, observou-se uma
diminuicdo do colesterol hepatico e sérico, respectivamente, em 57,71% e 27,39%.
Resultado distinto foi reportado por Rho et al. (2007), mostrando, em ratos Sprague—
Dawley tratados com BSP (black soy peptide), que nao ocorreu alteracoes

significativas para este evento. Em estudo Yamamoto et al. (1996), em ratos Wistar
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com dieta suplementada com 0,05% do fenofibrato, durante nove dias, foi observado
um aumento significativo do peso hepatico, redugcdo da secrecao dos triglicerideos,
porém, sem alteragao dos parametros ligados ao colesterol.

Na figura 19 encontra-se o resultado da determinagdo do triglicerideo
hepatico, nos grupos com dieta STD ou HC, tratados com a proteina -conglicinina
ou fenofibrato. A presenca do triglicerideo no figado foi significativamente maior nos
grupos que receberam a dieta HC. Essa dieta hipercolesterolémica provocou
aumento siginificativo (P < 0,001) no grupo HC (56,97 £ 2,15 umol/g), comparado ao
STD (15,60 + 0,54 pmol/g). Por outro lado, a administracdo da proteina B-
conglicinina mostrou minimizar este efeito, como observado no HC+7S' (P > 0,05)
HC+7S? (P < 0,05) e HC+FF+7S? (P < 0,05), que apresentaram quantidades
menores em relacdo ao grupo HC. Contrariamente, este efeito ndo foi observado no
grupo HC+FF (P > 0,05) tratados com o fenofibrato, que apresentou resultado
semelhante ao reportado para o HC. Os grupos HC+7S' (52,31 + 3,30 pumol/g)
HC+7S? (48,52 + 2,8 umol/g) e HC+FF+7S? (47,64 + 2,38 pmol/g) mostraram
reducédo do triglicerideo hepatico, respectivamente, de 8,18%, 14,83% e 16,38%
comparado ao HC. Enquanto, O grupo HC+FF (60,06 + 1,76 umol/g) mostrou um

aumento ndo significativo de 5,42% em relagéo ao HC.
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Figura 22. Concentracdo hepética de triglicerideo dos grupos experimentais com diferentes
tratamentos apés 28 dias. *Valores representados em média £+ SEM. Resultados sobrescritos com
letras distintas comparadas entre colunas apresentam diferenga estatistica significativa (P<0,05). STD
= Padrdo; HC = Hipercolescolesterolémico; HC+7S' = B-conglicinina 200mg/kg/dia; HC+7S? = B-
conglicinina 300mg/kg/dia; HC+FF = Fenofibrato 30mg/kg/dia e HC+7S%+FF = B-conglicinina 200 e
fernofibrato 30mg/kg/dia.

Nossos resultados mostrados para triglicerideo hepatico divergem dos
reportados por Gatchalian-Yee et al. (1997), em hamsters alimentados com 6leo de
“perila” 10% e 1,2% de colesterol na dieta, tendo como fonte protéica a fracao nao-
digerida da proteina de soja, que verificaram reducdo de 53,54% do triglicerideo
hepatico, sem alteracdo da concentracdo sérica. Em um segundo experimento, nas
mesmas condicdes anteriormente citadas, alterando a fonte lipidica para 10% de
6leo de girassol e 0,5% de colesterol, observou-se uma diminuicdo do triglicerideo
hepatico em 23,18%, entretanto, novamente sem apresentar reducao sérica. Rho et
al. (2007) também evidenciaram uma reducgao do triglicerideo hepatico em 11,21%,

em ratos tratados por 28 dias com BSP (black soy peptide), na concentracao de 10%
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(BSP-10) da caloria total procedente da fonte protéica, porém, os grupos BSP em
2% e 6% do valor calérico da dieta ndo mostraram reducao.

Chen et al. (2003) ndao observaram reducdo em ratos alimentados com a
fracdo nao-digerida da proteina de soja. Contrariamente, Choi et al. (2005)
mostraram, em camundongos diabéticos genéticamente modificados (KK-AY), com
dieta normal e hiperlipidica, ambos alimentados com proteina isolada de Panicum
miliaceum L., respectivamente, um aumento hepético do triglicerideo em 50,78% e
21,06%; porém, o colesterol mostrou-se reduzido, respectivamente, em 30,77% e
27,27%. O resultado obtido neste estudo para o grupo tratado com fenofibrato foi
semelhante ao reportado por Yamamoto et al. (1996), que observaram aumento de
30,30% do triglicerideos hepatico, em ratos Wistar com dieta suplementada com
0,05% do fenofibrato durante nove dias. Contrariamente, Tsutsumi et al. (2001)
observaram reducao siginificativa do triglicerideo hepatico, em ratos alimentados
com 36% da caloria total procedente de alcool, tratados por quatro semanas com
30mg/kg/dia com fenofibrato.

Os resultados evidenciados neste estudo indicam que a proteina B-
conglicinina da soja tem efeito em varios indices importantes associados as
lipoproteinas plasmaticas e na regulagdo do metabolismo lipidico. Para os efeitos
provocados pela proteina da soja nas concentragdes de colesterol total e
triglicerideos mostrados, respectivamente, nas figuras 12 e 13, tem-se postulado a
idéia de que tais acdes poderiam estar associadas por modificacao da atividade de
enzimas ligadas ao metabolismo lipidico, interacdes e pela modulacao de mRNA.

Investiga-se a participagdo de peptideos gerados na digestao
gastrica/intestinal da proteina, que, atravessando a barreira intestinal, atingiriam o

figado, onde teriam papel na modulacdo da homeostase do colesterol (LOVATI et al.,
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2000; DURANTI et al., 2004). A reducgao do colesterol tem sido mostrada como uma
consequéncia do aumento dos receptores de LDL. Duranti et al. (2004) e Manzoni et
al. (2003) reportaram que a globulina 7S desempenha um papel regulatério no
metabolismo do colesterol em células HepG2, pelo aumento dos niveis de mRNA do
receptor da LDL. Outros trabalhos sugerem que esta diminuicdo ocorre em
consequéncia da interacao dos peptideos com o colesterol, metabdlitos, esterdides
neutros e sais biliares, promovendo a excrecao que estimularia o figado a recorrer a
captacao plasmatica para manter a homeostase hepatica (AOYAMA et al., 2001;
IWAMI et al., 1986). Neste sentido, Fukui et al. (2004) observaram um aumento da
excrecao fecal do triglicerideo e colesterol, devido a acao inibitéria da interacdo com
lipase pancreética, promovida pela B-conglicinina ou peptideos gerados da digestao,
associado ao aumento da B-oxidacdo mitocondrial, reducdo da sintese de acidos
graxos e reducao do peso hepatico.

Moriyama et al. (2004) mostraram, em camundongos, que a B-conglicinina
reduziu a concentragdo de triglicérides séricos, provocada pela aceleragdo da B-
oxidacao associada a diminuicdo da atividade da &cido graxo sintetase. Iritani et al.
(1996) mostraram a diminuicao desta atividade e da lipogénese no tecido hepatico
de ratos. Sugano et al. (1982) observaram que estes efeitos promoveriam a reducéo
da liberacdo de VLDL na corrente sanguinea, que estaria relacionada a diminuicao
dos niveis de colesterol e triglicerideo sérico. Aoyama et al. (2000) e Shinjyo et al.
(1992) reportaram, em ratos alimentados com proteina de soja versus caseina, uma
reducao significativa da gordura corporal e no nivel de insulina. Este efeito estaria
ligado a proteina de soja, que teria acdo na conversao da tiroxina para triiodotironina,
provocado pela alteracdo na expressao de genes de enzimas ligada a lipogénese

hepética em ratos obesos. Esta observacao sugere que a proteina teria acdo sobre
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o balangco hormonal e aumentaria o catabolismo lipidico, promovendo maior
mobilizacao e diminuicdo do tecido adiposo.

Shukla et al. (2007), Torres et al. (2006) e Brandsch et al. (2006) reportaram
que os efeitos hipocolesterolémico e hipotrigliceridémico podem ser consequiéncia
de uma importante regulacdo do SREBP, modulacdo na lipogénese hepatica no
mRNA do SREBP-1c (proteina-1c ligante do elemento regulatério de esterol) e
mRNA da G6PDH (glicose-6-fosfato desidrogenase), envolvidos na sintese de
triglicerideos e colesterol no figado, provocada por peptideos formados durante a
hidrélise da proteina de soja. Recentemente, em revisdo publicada por Sirtori et al.
(2008), tornou-se evidente a hipdétese dos componentes peptidicos formados da
hidrélise da proteina de soja, com menos de 15 aminoacidos que apresentam
potencial para serem absorvidos, que teriam efeito hipocolesterolémico, devido
ativacdo de receptores de LDL. Lovati et al. (2008) confirmaram a suposicdo de
participacdo de peptideos neste evento, pelo isolamento de um oligopeptideo da
proteina de soja presente no hepatdcito de ratos. A seqiéncia deste oligopeptideo e

as primeiras observagdes clinicas estao sendo aguardadas com expectativas.
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6. CONCLUSAO

Este estudo reportou o efeito da proteina 3-conglicinina isolada da soja no
metabolismo lipidico sérico e hepético de ratos alimentados com uma dieta indutora
de hipercolesterolémia.

O método empregado para separacao e isolamento da proteina mostrou-se
eficiente apresentando um grau de pureza adequado as necessidades do
experimento. A subunidade [ representou a principal fracdo da composicdo da
proteina -conglicinina.

Os resultados in vivo mostraram que a proteina B-conglicinina promoveu
reducao dos niveis séricos de colesterol total, triglicerideo, ndo-HDL-C e aumento
menos significativo de HDL-C. Foi observado redugédo dos niveis de colesterol e
triglicerideo hepatico nos grupos tratados com B-conglicinina. Porém, nos resultados
reportados neste estudo, ndo se observou adicdo de efeitos quando a B-conglicinina
foi associada ao fenofibrato.

A proteina B-conglicinina reduziu significativamente os efeitos dislipidémicos
séricos e hepaticos provocados pela dieta hipercolesterolémica em ratos, o que
mostra importante acdo na regulacdo do metabolismo lipidico. Os efeitos destacados
podem estar associados a peptideos desta proteina, muito embora os mecanismos

envolvidos permanecam ainda pouco esclarecidos.
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
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