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RESUMO 

 

Desnutrição intra-uterina tem sido associada ao diabetes tipo 2 na vida adulta e o 

consumo de alimentos à base de soja parece ser benéfico na prevenção e tratamento de 

doenças. Investigamos os efeitos da recuperação nutricional com dieta à base de soja na 

via de transdução do sinal da insulina, em fígado de animais submetidos à restrição 

protéica na vida intra-uterina. Prole de mães alimentadas com 17% ou 6% proteína 

(caseína) durante a prenhez e lactação foi mantida com dieta à base de caseína (CC e 

RC) ou de soja (CS e RS), ambas com 17% de proteína, desde o desmame até os 90 dias 

de vida. Grupos CS e RS apresentaram maior concentração de insulina sérica, ∆I após 

carga de glicose e razão ∆I/ ∆G e concentração de glicogênio hepático diminuído em 

relação aos grupos CC e RC.  O ∆G foi menor no grupo RC do que no grupo CC, mas 

similar nos grupos RS e CS.  Os níveis de expressão protéica IR e IRS-1 foram menores 

nos ratos recuperados do que nos controles e naqueles alimentados com dieta à base de 

soja.  No grupo RS os níveis de expressão protéica da p85 foram maiores do que o 

grupo RC, ao passo que nos ratos CS a expressão da proteína foi menor do que nos ratos 

CC. A expressão da p110 foi menor em animais do grupo CS em relação ao grupo CC e 

similar nos grupos recuperados (RS e RC). A fosforilação em tirosina do IR no fígado, 

foi significativamente menor nos ratos recuperados do que nos controles, enquanto a 

fosforilação em tirosina do IRS-1 foi similar nos grupos recuperados e menor nos 

grupos controles. A associação do IRS-1 a p85/PI3-quinase foi menor nos ratos RS em 

relação ao RC e nos CS comparados com ratos CC.  Não houve diferença na expressão 

protéica da Akt entre os grupos, mas a fosforilação da proteína foi menor nos grupos de 

ratos alimentados com dieta à base de soja em comparação aos ratos alimentados com 

dieta à base de caseína. Assim, os ratos recuperados com dieta de soja desenvolveram 
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resistência hepática à insulina, devido, ao menos em parte, ao aumento da expressão da 

p85, que favoreceu a redução da associação do IRS-1/PI3-quinase. Nos ratos controles a 

resistência à insulina parece ter sido resultado da redução da fosforilação do IRS-1 que 

determinou menor associação do IRS-1 a PI3-quinase. 

 

Palavras chaves: Rato, Fígado; Glicogênio hepático; Soja; Resistência à insulina; 

Desnutrição. 
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ABSTRACT 

 Malnutrition in early life has been associated to type 2 diabetes in adulthood and the 

consumption of soy-based foods appears to be useful in the treatment and prevention 

this disease. We investigated the effects of nutritional recovery with soybean diet on the 

insulin signal transduction pathway in the liver from animals submitted to protein 

restriction in early life. Rats from mothers fed with 17% or 6% protein (casein) during 

pregnancy and lactation were maintained with 17% casein (CC and LC groups) or 

soybean (CS and LS groups) diet after weaning until 90d age. CS and LS groups had 

raised basal serum insulin concentration, ∆I after glucose load and ∆I/∆G ratio and low 

hepatic glycogen concentrations in relation to CC and LC groups. The ∆G was lower in 

LC than in the CC groups, but similar to LS and CS groups. The IR and IRS-1 levels 

were lower in recovered than in control rats and in those fed with soybean diet. In LS 

group the p85 levels were higher than in LC group, whereas in CS rat the expression of 

this protein was lower than in CC rats. The p110 expression was lower in the CS in 

relation to CC group and similar in LS and LC groups. The IR tyrosine phosphorylation 

was significantly lower in recovered than in control rats. The IRS-1 tyrosine 

phosphorylation was similar in the LS and LC groups and lower CS than in CC groups. 

IRS-1-p85/PI 3-kinase association was lower LS rats in relation to LC and in the CS 

compared with CC rats. The Akt expression did not differ among groups, but tke Akt 

phosphorylation was lower in CS and LS groups than in CC and LC groups. Thus, 

nutritional recovery with soybean diet produced liver insulin resistance due, at least in 

part, to increased expression of p85 that favored the reduction of IRS-1/PI3-kinase 

association. In control rats, the insulin resistance appears to have resulted of reduced of 

phosphorylation IRS-1 than determinate lower IRS-1-p85/PI 3-kinase association. 

Key words: Rat, Liver; Hepatic glycogen; Soybean; Insulin resistance; Malnutrition. 
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I - INTRODUÇÃO 

 Desde a descoberta da insulina em 1921 por Frederick Banting e Charles Best, 

muito esforço tem sido dedicado ao entendimento do mecanismo molecular de ação 

desse hormônio (1). Esse interesse justifica-se pela alta prevalência de resistência à 

insulina e, pelo fato desta estar envolvida na patogênese de doenças como obesidade, 

diabetes mellitus e doenças cardiovasculares. 

A insulina é um hormônio essencial para o desenvolvimento, crescimento, 

diferenciação celular e tem efeitos metabólicos potentes (1). É secretada pelas células β 

das ilhotas pancreáticas, em resposta à glicose e aminoácidos (2,3,4). 

A insulina é um importante modulador da homeostase glicêmica (1), por inibir 

produção hepática e aumentar a captação de glicose principalmente no músculo e nos 

adipócitos (5,6). No fígado, a insulina estimula a glicólise e a glicogênese, inibe a 

gliconeogênese e glicogenólise, e promove a síntese de lipídios e de proteínas. No 

tecido adiposo, a insulina inibe a lipólise, no tecido muscular a proteólise e no pâncreas 

modula a secreção de glucagon (7,8). 

Todos esses processos são desencadeados pela ligação da insulina ao seu 

receptor de membrana que é altamente regulado e específico (2). O receptor de insulina 

(IR) é uma glicoproteína heterotetramérica, com atividade tirosina quinase intrínseca 

(2,9,10).  A ligação da insulina induz uma alteração conformacional do receptor, que se 

torna capaz de autofosforilar ativando a fosforilação de resíduos em tirosina de uma 

família de substratos denominados substratos do receptor de insulina (IRS) (7,2). O IRS-

1 e o IRS-2, quando fosforilados em tirosina, se ligam e ativam proteínas com domínio 

SH2, como a PI 3-quinase (PI3-K) (11). A PI3-quinase é uma serina/treonina quinase, 

identificada como um dímero composto de uma subunidade catalítica (p110) e uma 
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subunidade regulatória (p85) (9,12). A ligação da subunidade p85 da PI3-K ao IRS-1 

estimula a atividade quinase da subunidade catalítica p110. Como resultado ocorre 

fosforilação de uma serina quinase denominada Akt/PKB, que dentre outras funções, 

participa diretamente do transporte de glicose dependente de insulina (13,14). A 

Akt/PKB também catalisa a fosforilação em serina da glicogênio sintetase quinase 3 

(GSK3), inativando-a e, conseqüentemente, ativando a glicogênio sintetase. O resultado 

dessas reações é o aumento da síntese de glicogênio (15,16,17) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Transdução do sinal da ação da insulina (Adaptado de                 

Saltiel & Kahn 2001).  

Estudos realizados com agentes farmacológicos ou com animais geneticamente 

modificados têm mostrado que alterações nessas etapas iniciais da via de sinalização da 

insulina promovem resistência a esse hormônio (18,19,20,21,22). A resistência à 

insulina é uma condição na qual concentração fisiológica de insulina provoca resposta 
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subnormal dos tecidos alvo. No tecido muscular e adiposo ocorre menor captação e no 

fígado maior produção de glicose. Em conseqüência, ocorrem hiperglicemia e aumento 

da secreção de insulina pelo pâncreas, na tentativa de manter a normoglicemia. Assim, a 

resistência à insulina é acompanhada por hiperinsulinemia (2,9,23), uma condição 

genética ou adquirida.  

Um conjunto crescente de evidências tem sustentado a hipótese de que 

condições nutricionais desfavoráveis, em fases críticas do desenvolvimento (vida intra-

uterina e neonatal), predispõe a doenças como diabetes tipo 2 e síndrome de resistência 

à insulina na maturidade (24). De acordo com essa hipótese, denominada “hipótese de 

Barker” ou “hipótese do fenótipo econômico”, a desnutrição intra-uterina e na lactação 

produz alterações irreversíveis na estrutura e função do pâncreas e dos chamados sítios 

de ação da insulina (fígado, tecido muscular e tecido adiposo).   A restrição protéica 

altera a expressão de genes e a atividade de enzimas hepáticas envolvidas no 

metabolismo da glicose. A atividade da glicoquinase está diminuída e a da 

fosfoenolpiruvato carboxiquinase está aumentada e estas alterações são acompanhadas 

por mudanças paralelas nos níveis do RNA mensageiros dessas enzimas no fígado 

(25,26). A regulação hormonal da produção de glicose hepática também está alterada 

nesse modelo animal. Em ratos adultos recuperados da desnutrição intra-uterina e 

neonatal, a insulina é incapaz de inibir a produção da glicose hepática estimulada pelo 

glucagon e ao mesmo tempo esses animais apresentam resistência a este hormônio (27).  

Todas essas alterações sinalizam para aumento da síntese, ao invés da utilização da 

glicose pelo fígado. 

No tecido muscular esquelético, a desnutrição intra-uterina e pós-natal não altera 

o tipo e o arranjo de fibras musculares, mas reduz o tamanho dessas fibras. A 

quantidade de IR, a fosforilação do IRS-1, a associação do IRS-1 a PI3-quinase estão 
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aumentadas, mas quantidade total de GLUT4 (transportador de glicose 4) não está 

modificada, embora seja observada uma maior proporção desse transportador na 

membrana plasmática de músculo de ratos recuperados da desnutrição intra-uterina e 

pós-natal do que em controles. Essas modificações foram associadas a uma maior 

captação de glicose estimulada por insulina, indicando aumento da sensibilidade do 

tecido muscular esquelético à insulina (28,29). 

Adipócitos isolados de ratos submetidos à restrição protéica em fases iniciais da 

vida, apresentam aumento da concentração de IR, da atividade da PI3-quinase associada 

ao IRS-1, e da atividade da proteína quinase B (PKB/Akt) (30,31,32). Essas alterações 

são acompanhadas por aumento da captação de glicose, na presença de baixa e de alta 

concentração de insulina (30,33). A capacidade da insulina de suprimir a taxa de lipólise 

estimulada por isoprenalina está inibida (32), provavelmente, devido à insensibilidade 

ao hormônio em concentração fisiológica (33). Os adipócitos desses animais têm 

concentrações relativamente baixas da subunidade catalítica p110 β  da PI3-quinase sem 

alteração da subunidade p110α (32). Esse estudo sugeriu que as diferentes respostas 

sobre a captação de glicose e lipólise podem estar refletindo a ativação seletiva das 

isoformas da subunidade catalítica da PI 3-quinase.  

Assim, a restrição protéica em fases iniciais da vida produz efeitos distintos 

sobre o metabolismo da glicose e ação da insulina, incluindo alterações na regulação da 

produção de glicose hepática e na supressão da lipólise no tecido adiposo, situações 

essas que são consistentes com o estado de resistência à insulina.  

Intervenções dietéticas têm se mostrado úteis no tratamento e na prevenção de 

doenças crônicas, como o diabetes tipo 2, e a soja (Glycine max) tem sido associada a 

esses benefícios (34). 
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A soja surgiu como importante nutriente em meados do primeiro milênio e tem 

sido cultivada na China há séculos, por mais de 5000 anos. O valor nutritivo da soja 

varia de acordo com a composição de suas partes, onde 8% de seu peso correspondem à 

casca, sendo o restante composto por 40,2% de proteínas, 21,0% de lipídeos, 33,9% de 

carboidratos, 6 a 7% de fibras e 4,9% de cinzas. Observa-se que a proteína de soja 

contém maiores quantidades dos aminoácidos arginina e glicina, porém é deficiente em 

aminoácidos sulfurados (metionina e cisteína) quando comparada à proteína animal 

(35). 

Atualmente, a soja apresenta um grande potencial no mercado de alimentos 

funcionais, devido à presença de compostos bioativos, como as isoflavonas, as quais 

têm sido largamente estudadas quanto aos seus efeitos biológicos benéficos à saúde 

humana. As isoflavonas estão amplamente distribuídas no reino vegetal, principalmente 

na soja, e seus derivados são a genistina, daidzina e a gliciteína, os quais se apresentam 

como várias formas de conjugados glicosídicos, dependendo da extensão do 

processamento ou fermentação (36). Uma vez ingeridas, estas são hidrolisadas por β-

glicosidases produzidas por bactérias intestinais, sendo convertidas para a forma 

“agliconas bioativas” correspondentes (genisteína, daidzeína e gliciteína) (37). 

A genisteína, uma das principais isoflavonas bioativas encontrada na soja, afeta 

favoravelmente a homeostase glicêmica por seus efeitos sobre a secreção de insulina, 

adipócitos e músculo esquelético (38,39,40,41). Evidências experimentais sugerem que 

a genisteína tenha papel na regulação da secreção de insulina, por competir com os 

sítios de ligação do ATP das proteínas tirosina-quinase, inibindo-as. Entretanto, outros 

estudos têm sugerido que o efeito estimulatório da genisteína sobre a secreção de 

insulina, pode ocorrer independentemente da inibição da atividade de proteínas tirosina-

quinase e resultaria do aumento da concentração de AMPc (38,42,43). 
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Em adipócitos, a genisteína inibe certas respostas à insulina (a oxidação da 

glicose estimulada por insulina e o efeito antilipolítico da insulina na presença de 

isoproterenol) sem bloquear a autofosforilação do IR ou fosforilação do IRS-1 e IRS-2 e 

não tem efeito sobre a atividade da piruvato desidrogenase e glicogênio sintase 

estimulada por insulina. Isso indica, que no adipócito, o efeito da genisteína sobre a 

transdução do sinal hormonal não resulta da inibição da atividade da tirosina-quinase 

(40). 

No fígado, a genisteína reduz a incorporação da [14C] glicose em lipídeos e 

aumenta a liberação de ácidos graxos para o meio (44). No músculo esquelético a 

genisteína inibe a captação de glicose estimulada pela proteína desacopladora 3 (UCP3)  

(41). 

A proteína da soja pode também aumentar a secreção de insulina e alterar a 

sensibilidade dos tecidos periféricos a esse hormônio. O aumento da secreção de 

insulina tem sido atribuído à composição de aminoácidos da sua proteína, especialmente 

às altas concentrações de arginina, um potente estimulador da secreção de insulina 

(45,46).  A arginina exerce ação insulinotrópica por seu acúmulo no interior das células 

β, que provoca a despolarização da membrana e a entrada de cálcio via canais de Ca2+ 

voltagem-dependentes (47).  O Ca2+, principalmente o extracelular, tem um papel crucial 

na regulação da secreção da insulina pelas células β pancreáticas, uma vez que, sua 

retirada do meio inibe a secreção (48). 

Acredita-se que os aminoácidos componentes da proteína da soja produzem um 

aumento da sensibilidade à insulina e melhoram a tolerância à glicose, por modularem a 

captação de glicose pelo tecido muscular (49). Estudos têm mostrado que a composição 

de aminoácidos pode alterar o transporte de glicose em tecidos periféricos. Em 

humanos, a infusão de aminoácidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina) 
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que são predominantemente metabolizados no músculo esquelético, inibe a captação de 

glicose mediada pela insulina (50). A quantidade de aminoácidos de cadeia ramificada é 

menor na proteína da soja em comparação à caseína (34,39). 

Por seus efeitos benéficos sobre a secreção e ação da insulina, a soja tem sido 

recomendada como alternativa alimentar na prevenção e tratamento de desordens 

metabólicas. 
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II -  JUSTIFICATIVA 

 

A influência da inadequação nutricional sobre o crescimento e desenvolvimento 

fetal e neonatal e sua relação com o surgimento de doenças metabólicas (doenças 

cardiovasculares, diabetes, obesidade) na vida adulta, têm merecido intensa investigação 

científica nas últimas décadas.  

Nós últimos anos, um conjunto crescente de evidências tem sustentado a idéia de 

que, distúrbios ocorridos em períodos críticos de desenvolvimento fetal, podem 

determinar alterações permanentes ou de longo prazo na fisiologia ou morfologia de um 

determinado órgão (51). Presume-se que a desnutrição intra-uterina e durante o primeiro 

ano de vida produza mudanças morfológicas e funcionais no pâncreas, fígado, tecido 

muscular e tecido adiposo, que se traduzem em insulinopenia, secreção de insulina 

diminuída e resistência à insulina. O padrão de anormalidades metabólicas e funcionais 

depende da fase da vida em que a desnutrição ocorre, do tipo e da intensidade da 

carência nutricional (24). Assim, é de fundamental importância conhecer os nutrientes 

que poderiam alterar a fisiologia normal e determinar o surgimento de doenças na vida 

adulta e também identificar alternativas alimentares para a prevenção e/ou recuperação. 

O grupo do Laboratório de Avaliação Biológica de Alimentos da UFMT, tem 

estudado a relação entre desnutrição intra-uterina e na lactação e diabetes mellitus tipo 2 

na vida adulta. Quando recuperados com caseína, esses animais apresentam déficit de 

secreção de insulina, mas a homeostase da glicose é inalterada à custa da melhora da 

sensibilidade à insulina no tecido muscular (52). Curiosamente, a recuperação com 

farinha de soja, aumenta a concentração sérica de insulina, mas reduz 

consideravelmente o conteúdo de glicogênio hepático, indicando uma resistência 

hepática à insulina (53). Essa resistência à insulina poderia ser mediada, por pelo menos 
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um dos componentes da soja – a genisteína – por seu efeito inibidor da atividade 

tirosina quinase da via de sinalização da insulina. 
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III -  OBJETIVOS 

 

3.1 - Geral 

         

� Avaliar o mecanismo de ação da insulina em tecido hepático de ratos adultos 

expostos à restrição protéica na vida intra-uterina e lactação, recuperados com 

dieta à base de farinha integral de soja micronizada inativa. 

 

3.2 - Específicos 

 

 Avaliar os efeitos da dieta à base de farinha micronizada de soja em ratos adultos 

recuperados da desnutrição sobre:  

� O crescimento somático; 

� Concentrações séricas de albumina, glicose, triglicérides, insulina e glucagon; 

� Razão insulina/glicose e insulina/glucagon; 

� Reservas de glicogênio hepático; 

� Tolerância à glicose e a resposta insulínica à glicose in vivo pelo teste de 

tolerância à glicose (GTT); 

� A expressão protéica do receptor de insulina, do IRS-1, PI3-quinase (p85 e 

p110) e Akt no tecido hepático. 

� A fosforilação do receptor de insulina, do IRS-1, PI3-quinase (p85) bem como a 

interação dos IRS-1 com a PI3-quinase, e conseqüente ativação da Akt em 

tecido hepático. 
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IV - MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente estudo foi conduzido no Laboratório de Avaliação Biológica de 

Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutrição da Faculdade de Nutrição da 

Universidade Federal de Mato Grosso.  

4.1. Animais 

Foram utilizadas ratas adultas virgens, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, 

variedade Albinos, ordem Rodentia Mammalia, família Muridae), com 90 dias de idade, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso. As ratas 

foram mantidas com machos da mesma linhagem, por uma noite (4 fêmeas e 1 macho); 

em gaiolas coletivas de polipropileno,medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 cm, com tampa de 

material galvanizado. A prenhez foi confirmada pela presença de espermatozóides no 

esfregaço vaginal.   

As fêmeas prenhes foram aleatoriamente divididas em 2 grupos: controle e 

desnutrido e receberam dietas isocalóricas à base de caseína com 17% de proteína 

(normoprotéica) e 6% de proteína (hipoprotéica) respectivamente, durante a prenhez e 

lactação.  Após o nascimento, verificou-se o número de crias, o sexo e o peso corporal. 

No terceiro dia de vida, as ninhadas foram reduzidas a 8 filhotes, com a finalidade de 

padronizar as condições experimentais.  

O desmame aconteceu aos 28 dias de vida e os machos recém desmamados 

foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos, e mantidos por 60 dias com as 

seguintes dietas:  

� Grupo Controle (CC): prole de mães alimentadas com dieta normoprotéica durante 

a prenhez e a lactação e subseqüentemente alimentada com a mesma dieta após o 

desmame. 
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� Grupo Controle-Soja (CS): prole de mães alimentadas com dieta normoprotéica 

durante a prenhez e a lactação e alimentada com dieta à base de farinha integral de 

soja micronizada inativa com 17% de proteína, após o desmame. 

� Grupo Recuperado com Caseína (RC): prole de mães alimentadas com dieta 

hipoprotéica durante a prenhez e a lactação, e recuperada com dieta normoprotéica 

à base de caseína após o desmame. 

� Grupo Recuperado com Soja (RS): prole de mães alimentadas com dieta 

hipoprotéica durante a prenhez e a lactação, e recuperada com dieta normoprotéica 

à base de farinha integral de soja micronizada inativa após o desmame. 

� Grupo Hipoprotéico (HP): prole de mães alimentadas com dieta hipoprotéica 

durante a prenhez e a lactação, e mantida com a mesma dieta após o desmame. 

Durante todo o período experimental, os animais foram mantidos sob condições 

controladas de umidade, temperatura (24ºC - 26ºC), e ciclo de luz claro/escuro 

(12h/12h), tendo livre acesso à água e as respectivas dietas ad libitum. 

Todos os experimentos foram dirigidos por princípios de boas práticas de 

laboratório e procedimentos científicos, seguindo o guia prático do manual de biotério 

do International Committee on Laboratory Animals (ICLA) (54). 

 

4.2. Dietas 

As dietas cujas composições encontram-se descritas no Quadro1, foram 

utilizadas nas fases de prenhez, lactação e recuperação e foram preparadas no 

Laboratório de Avaliação Biológica de Alimentos.  

O grupo controle (primeira fase) e CC e RC (segunda fase) receberam dieta à 

base de caseína, contendo 17% de proteína, adequada para alimentação de roedores nas 
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fases de crescimento, prenhez e lactação, segundo as recomendações da AIN-93G 

(American Institute of Nutrition).  

O grupo hipoprotéico foi alimentado com dieta hipoprotéica (6% de proteína), 

que teve a caseína substituída por carboidratos, sendo mantidas as proporções de amido, 

amido dextrinizado e sacarose, bem como a de L-cistina em relação ao teor de caseína, e 

as concentrações dos demais nutrientes.  

A dieta à base de farinha integral de soja micronizada inativa seguiu as 

recomendações da AIN-93G, sendo a caseína, o óleo de soja e fibra, substituídos pela 

farinha integral de soja, e mantido em 17% o teor de proteína da dieta. Foram realizados 

ajustes na dieta à base de farinha integral de soja para compensar o teor de hidratos de 

carbono, lipídios e fibras presentes na farinha.  

A farinha integral de soja micronizada inativa é obtida por processamento 

industrial (tratamento térmico, descascamento, pré-moagem e micronização), que 

resulta na redução do sistema enzimático e fator anti-tripsina, atingindo 80% do valor 

nutricional da caseína animal. A composição centesimal e de aminoácidos da farinha 

integral de soja encontram-se descritas nos Quadros 2 e 3, respectivamente.  

Todas as dietas foram elaboradas na forma de pó, sendo os ingredientes secos 

pesados em balança analítica marca Marte, modelo A 500, com precisão de 0,01 g, 

peneirados (malha 200) e homogeneizados.  As dietas foram preparadas em quantidade 

suficiente para todo o estudo, acondicionadas em recipientes de polipropileno, 

hermeticamente fechados e armazenadas a 5 ºC. 
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Quadro 1 – Composição das dietas controle, hipoprotéica e à base de farinha de 

soja utilizadas na primeira e segunda fase experimental (g/Kg). 

 

Ingredientes 
    Controle 

 (17% proteína) 

  Hipoprotéica 

  (6% proteína) 

Farinha de soja 

  (17% proteína) 

Caseína (84% proteína) 202,0 71,5 - 

Farinha Integral de soja  - - 415,0 

Amido de milho§ 397,0 480,0 312,2 

Amido de milho dextrinizado§ 130,5 159,0 103,7 

Sacarose 100,0 121,0 78,6 

Óleo de soja 70,0 70,0 - 

Fibras 50,0 50,0 40,0 

Mistura mineral  (AIN-93)G* 35,0 35,0 35,0 

Mistura vitaminas (AIN-93)G* 10,0 10,0 10,0 

L-cistina 3,0 1,0 3,0 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 

* Ver para mais detalhes (55)  . 
§ Corn Products do Brasil, São Paulo. 
 
 
Quadro 2 – Composição nutricional da farinha integral de soja micronizada 

inativa em 100g. 

 

Componentes  

Valor Calórico, kcal 455 

Proteínas, g 41,00 

Carboidratos, g 25,50 

Gorduras totais, g 21,00 

Fibra alimentar, g 2,00 

Umidade, g 6,00 

Cinzas, g 4,50 

Isoflavonóides, mg 100,00 

(DINAL 4.3260.0003.01-2) (56). 
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Quadro 3 – Composição de aminoácidos da farinha integral de soja micronizada 

inativa e da caseína. 

Aminoácidos % Aminoácidos 

 Farinha de Soja Inativa Caseína 

Lisina 2,55 6,82 

Histidina 1,03 2,41 

Arginina 3,22 3,28 

Ácido aspártico 4,76 3,23 

Treonina 1,62 3,12 

Serina 2,26 4,30 

Ácido glutâmico 7,60 15,90 

Prolina 2,05 8,29 

Glicina 1,66 1,35 

Alanina 1,75 2,11 

Cistina 0,39 0,40 

Valina 1,75 3,94 

Metionina 0,58 0,71 

Isoleucina 1,69 2,90 

Leucina 3,16 6,01 

Tirosina 1,46 3,86 

Fenilalanina 2,05 3,65 

Triptofano 0,52 0,91 

(DINAL 4.3260.0003.01-2) (56)   
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4.3. Procedimentos Experimentais 

 

4.3.1. Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (GTT) 

Aos 90 dias de vida, após 15h de jejum, os ratos foram anestesiados com 

tiopental sódico (100mg/kg de peso corporal) e extremidade da cauda seccionada para a 

primeira coleta de sangue (tempo 0). Em seguida solução de glicose a 20% foi 

administrada intraperitonealmente, na dose de 2,0 g/kg por peso corporal glicose (200 

g/l) e amostras de sangue foram coletadas nos tempos 30, 60 e 120 minutos para a 

determinação de concentrações séricas de glicose e de insulina. As respostas da glicose 

e da insulina durante o teste de tolerância à glicose foram avaliadas pela estimativa das 

áreas totais sob as curvas de glicose (∆G) e de insulina (∆I) , usando o método do 

trapézio (57). 

 

4.3.2. Amostras e Análises: 

Um grupo de ratos foi anestesiado com tiopental sódico (100mg/kg peso 

corporal) e após laparotomia mediana, amostras de fígado foram rapidamente removidas 

para determinação do glicogênio (58,59), bem como para determinação da expressão 

das proteínas IR, IRS-1, PI3-quinase (p85 e p110) e Akt. Um segundo grupo de animais 

foi anestesiado e usado para determinar a ativação da sinalização induzida por insulina 

do IR, IRS-1, PI3-quinase e Akt. Em seguida, os ratos foram sacrificados por 

decapitação e amostras de sangue foram coletadas. O soro foi obtido por centrifugação e 

alíquotas foram usadas para dosagem das concentrações da insulina, glucagon, glicose, 

triglicérides e albumina.  
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4.3.3. Extração de tecidos “imunoblot” e imunoprecipitado 

Para imunoblot: Após laparotomia mediana, um fragmento do fígado foi 

retirado e imediatamente homogeneizado em tampão de extração para extrato total [100 

mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L SDS 10%, 100 mmol/L 

pirosfosfato de sódio, 100 mmol/L fluoreto de sódio e 10 mmol/L ortovanadato de 

sódio] usando “Polytron”. O material insolúvel foi removido e centrifugado a 13.400G 

por 20 minutos a 4˚C. A concentração de proteína foi determinada pelo método de 

Bradford (60). Amostras contendo 125µg de proteína foram incubadas em tampão 

concentrado de Laemmli 4x e 15mg de DTT, e a corrida eletroforética, realizada em gel 

de policrilamida a 120 V por 30 minutos (gel a 6,5% para IRS-1, 8% para IR-ß e PI3-K, 

a 10% para Akt).  As proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose 

(Bio-Rad) por 90 minutos a 120 V, em tampão contendo metanol e SDS. Para verificar 

a eficiência da transferência das proteínas, coramos membranas com Ponceau. Em 

seguida, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5% com solução Tris-

salina (10mmol Tris/l, 150 mmol NaCl/l, 0,5% Tween 20) por 2 horas à temperatura 

ambiente, sob agitação constante. Posteriormente, as membranas foram lavadas com 

solução Tris-salina em três sessões de 10 minutos e incubadas com anticorpos 

específicos (IR-ß, IRS-1, p85, p110 e Akt), sob agitação constante a 4˚C “overnight”. 

Novamente as membranas foram lavadas com solução Tris-salina como descrito 

anteriormente e incubadas em solução contendo anticorpo secundário “anti-rabbit 

peroxidase” ou “anti goat peroxidase” (diluição 1/5000) e 3% de albumina, por duas 

horas em temperatura ambiente. A detecção das proteínas foi feita por 

quimiluminescência (Super Signal West Pico, Pierce). Para determinação da Akt 

fosforilada foi adotado o mesmo procedimento, após estímulo com insulina, como 

descrito a seguir. 
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Para imunoprecipitação: Para o estudo das etapas iniciais da ação insulínica, os 

animais foram anestesiados conforme descrito anteriormente e submetidos à extração do 

tecido após a confirmação da perda dos reflexos corneanos e caudal.   

Para os animais que não receberam estímulo de insulina (grupo negativo), foram 

retirados fragmentos de fígado para processamento conforme descrito abaixo. Para os 

animais que receberam estímulo agudo de insulina (grupo positivo), foi injetada por via 

intraperitoneal, insulina regular em concentração de 1,5U/kg de peso e após 4 minutos 

foi retirado um fragmento do fígado. O material coletado foi imediatamente adicionado 

ao tampão de extração para imunoprecipitado [1% Triton X-100, 100 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.4), 100 mmol/L pirosfosfato de sódio, 100 mmol/L fluoreto de sódio, 10 mmol/L 

EDTA, 10 mmol/L ortovanadato de sódio, 2.0 mmol/L PMSF, e 0.1 mg aprotinina/ml] e 

homogeneizado durante 20 segundos, a 4ºC usando “Polytron”. Foi adicionado ao 

homogeneizado, Triton 10% (200µl) e após 1 h as amostras foram centrifugadas a 

13.400G por 20 minutos a 4ºC. O “pellet” foi desprezado e alíquotas do sobrenadante 

foram usadas para medida da concentração protéica (60). As amostras contendo 125µg 

de proteína foram incubadas com anticorpos anti-IR-β, anti-IRS-1  “overnight” a 4ºC, 

sob agitação constante. No dia seguinte, foi adicionado às amostras Proteína A Sefarose 

(30 µl), sendo estas mantidas sob agitação constante a 4ºC por 2 horas. O “pellet” foi 

lavado com solução tampão [0,5% Triton X-100, 100 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 10 

mmol/L EDTA e 10 mmol/L ortovanadato de sódio] (3 x por 5 min),  ressuspenso com 

20 µl de tampão de Laemmli e fervido por 5 minutos. A seguir, as proteínas foram 

separadas por SDS-PAGE, transferidas para a membrana de nitrocelulose, conforme 

descrito anteriormente. As membranas foram blotadas com anticorpo antifosfotirosina 

para detecção do grau de fosforilação do IR-ß, IRS-1  e anticorpo anti-PI3-K (p85) para 

avaliação da associação do IRS-1/PI3-K, “overnight” a 4ºC, sob agitação constante. O 
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material foi novamente lavado com solução Tris-salina, em três sessões de dez minutos 

e incubado a seguir com anticorpo secundário peroxidase conjugada “anti-mouse” ou 

“anti-rabbit” – diluição 1/5000, por duas horas a temperatura ambiente. As membranas 

foram então lavadas com solução Tris-salina e os anticorpos foram detectados usando 

kit de quimiluminescência conforme procedimento anterior. 

  A intensidade das bandas foi determinada através da leitura das autoradiografias, 

reveladas por densitometra ótica, utilizando um scanner (Epson Stylus CX 3500) e o 

programa Scion Image (Scion Corporation). Os dados numéricos obtidos, 

correspondentes às bandas protéicas, foram comparados estatisticamente como descritos 

em análises estatísticas (item 4.4). 

 

4.3.4. Determinações Bioquímicas 

4.3.4.1. Albumina 

Foi determinada pelo método colorimétrico do verde de bromocresol (61).   

Foram adicionados 0,01 ml de soro, 1ml do reativo de cor. As absorbâncias das 

amostras foram lidas em espectrofotômetro a 500 nm. 

4.3.4.2. Glicose 

Foi determinada utilizando um monitor com tiras de teste para determinação da 

glicemia (glicosímetro) por fotômetro de refletância da marca Accu-chek Active, 

laboratório Roche Diagnósticos do Brasil.  

4.3.4.3. Triglicérides 

Foi determinada por método enzimático usando espectrofotômetro (BT-3000 

Plus, Wiener Lab, Rosario, Argentina). Os valores foram expressos em mmol/L. 
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4.3.4.4. Glicogênio Hepático  

Para a dosagem do conteúdo de glicogênio hepático, coletaram-se amostras entre 0,3g a 

0,5g do tecido, que foram imediatamente transferidas para tubos de centrífuga 

graduados, contendo 2ml de KOH a 30%. Os tubos foram cobertos com bola de vidro e 

mantidos em banho-maria a temperatura de 100oC durante 1 hora, para digestão do 

tecido. 

Posteriormente procedeu-se a extração alcoólica do glicogênio, mediante a 

adição de 4,5ml de álcool etílico absoluto. A seguir, colocou-se esta mistura em banho-

maria por cerca de 15 segundos até o álcool começar a levantar fervura. Procedeu-se o 

resfriamento para posterior centrifugação por 10 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante 

foi desprezado, adicionado 2ml de água destilada quente, para levantar o precipitado, 

que em seguida foi agitado e acrescentado novamente 4,5ml de álcool etílico absoluto. 

O procedimento anterior foi repetido. O precipitado foi diluído em 25ml de água 

destilada. A determinação do conteúdo de glicogênio foi realizada com reagente de 

fenol a 2% em ácido sulfúrico, para hidrólise ácida do polímero, segundo método 

colorimétrico de Hassid & Abrahams (58). As absorbâncias das amostras foram lidas 

em espectrofotômetro a 490 nm. 

Tomando-se como referência uma curva padrão de glicose, determinou-se o teor 

de glicose obtido nas amostras. Calculou-se posteriormente, a concentração de 

glicogênio e os valores foram expressos em mg de glicogênio/100mg de peso fresco de 

tecido hepático. 

4.3.4.5. Insulina 

A concentração de insulina sérica foi determinada por radioimunoensaio, de 

acordo com o método descrito por Scott et al. (62).  Foram transferidas alíquotas de 0,1 
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ml das amostras desconhecidas (em duplicata) as quais receberam, a seguir, 0,2 ml de 

uma solução contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com 125I 

(traçador) em tampão fosfato pH 7,4, acrescido de NaCl 0,9% e albumina 0,5%. Em 

seguida foram preparados os seguintes controles: 

a) Três tubos (Totais) que receberam somente 0,2 ml do tampão fosfato contendo 

insulina marcada 125I para averiguação da radiação máxima. 

b) Três tubos (Ligação não específica) contendo 0,2 ml do tampão fosfato contendo 

insulina marcada 125I e 0,1 ml de tampão fosfato, para determinar possíveis 

interferências no ensaio pelos componentes do tampão. 

c) Três tubos (Referência) contendo 0,2 ml de solução tampão fosfato contendo 

insulina marcada com 125I e anticorpo anti-insulina e 0,1 ml de tampão fosfato, 

constituindo assim o zero de insulina da curva padrão. 

Em seguida, preparou-se também em triplicata, uma série de tubos (curva padrão), 

contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentrações: 0,02; 0,039; 0,078; 

0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5; e 5,0 ng/ml. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de 

solução tampão fosfato contendo insulina marcada 125I e anticorpo anti-insulina. Em 

seguida, amostras, controle e curva padrão foram agitados em vórtex e estocados a 4 °C, 

durante 48 horas. Após este período de incubação, com exceção dos totais para análise 

da radiação máxima, todos os outros tubos receberam 0,2 ml de uma solução contendo 

2,5% de carvão (Norit A), 0,5% de albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram 

deixados em repouso durante 20 min e a seguir centrifugados durante 20 min (800 G) a 

4 °C. O sobrenadante foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada 

em contador de radiação gama. Os três tubos elaborados para análise da radiação 

máxima não tiveram o sobrenadante descartado, sendo as radiações dos mesmos 

avaliadas diretamente. Com bases nos valores obtidos nos tubos contendo insulina 
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conhecida elaborou-se curva padrão que foi utilizada para a avaliação dos valores 

desconhecidos das amostras. Os resultados foram expressos em pmol/L.  

4.3.4.6. Glucagon  

A concentração de sérica basal de Glucagon das amostras de soro dos animais foi 

dosada utilizando-se o kit comercial de ELISA – Rat Glucagon Elisa Kit Waco, 

segundo a indicação do fabricante (Waco Pure Chemical Industries, Ltd., Japan). Os 

resultados foram expressos em pmol/L. 

 

4.4. Análises estatísticas 

 

Os resultados são apresentados em média e erro padrão da média, com o número 

de animais indicados entre parênteses.  

Ao comparar os grupos CC, CS, RC e RS, utilizou-se a análise de variância 

(ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e dieta). Os mesmos dados foram 

analisados pela análise de variância (ANOVA) a um fator, comparando os grupos RC, 

RS e HP para verificar se as dietas utilizadas foram capazes de promover a recuperação 

nutricional. Quando necessário essas análises foram complementadas por testes de 

comparações múltiplas de médias (LSD).  

Todas essas análises foram precedidas do teste de Bartlett para verificar a 

homogeneidade das variâncias. Os resultados com variâncias heterogêneas e sem 

distribuição normal foram inicialmente transformados (logarítmica – Log10 ou Ln da 

variável) para correção da heterogeneidade ou anormalidade (63).  

Em todos os casos estabeleceu-se um nível de significância para a rejeição da 

hipótese de nulidade de 5% (p<0,05) 



 23

Para análise dos resultados utilizou-se o programa “Statistica for Windows”, 

versão 4.3, 1993 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). 
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VI - RESULTADOS 

No início da fase de recuperação, o peso corporal dos ratos RC (24,3 ± 5,5 g, n= 

12), RS (23,2 ± 2,9g, n= 12) e do HP (28,6 ± 3,2g, n= 13) foi similar entre os grupos e 

significativamente menores do que os ratos CC (78.6 ± 13,5 g, n= 10) e CS (70,7 ± 

11,6g, n= 10). 

O peso corporal, no final do período experimental, foi significativamente 

influenciado pelo estado nutricional antes da fase de recuperação (F1,40= 149,91, 

P<0.001) e pela dieta utilizada durante a recuperação (F1,40= 71,41, P<0,001), mas não 

houve interação entre estes dois fatores. Portanto, o peso corporal final dos ratos 

recuperados (RS: 263 ± 13 g, n= 12 e RC: 333 ± 23 g, n= 12) foi menor do que ratos 

controles (CS: 364 ± 20 g, n=11 e CC: 434 ± 53g, n= 10). Embora os ratos RS tivessem 

o peso corporal final menor do que ratos RC, esse peso corporal foi maior do que os 

ratos HP (154 ± 34g, n= 13; P<0,001). A concentração sérica de albumina não diferiu 

entre os grupos de ratos controles e recuperados, mas quando avaliamos a recuperação 

nutricional, os ratos RC e RS exibiram maior concentração sérica de albumina do que os 

animais HP (CC: 31 ± 1 g/L, n= 6; CS: 31 ± 2 g/L, n=7; LC: 32 ± 1 g/L, n= 11; LS: 32 

± 2g/L, n= 7; LL: 28 ± 3 g/L, n= 6).  

A ANOVA duas vias revelou que a concentração sérica de triglicérides foi 

influenciada pelo estado nutricional prévio (F1,20= 5,41, P<0,05 ), pela dieta utilizada 

após o desmame (F1,20= 6,09, P<0,05) e pela interação entre esses dois fatores (F1,20= 

5,41, P<0,05). Assim, grupos RS, CS e CC apresentaram concentrações similares entre 

si e menores do que o grupo RC. Concentração sérica de triglicérides do grupo HP não 

foi diferente da observada nos grupos RC e RS (tabela 1). 

A glicemia basal não foi significativamente influenciada pelo estado nutricional 

prévio, pela dieta utilizada após desmame ou pela interação entre esses fatores. A 
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concentração sérica de insulina foi afetada pelo estado nutricional prévio (F1,26= 4,95, 

P<0,05) e pela dieta utilizada após o desmame (F1,26= 6,18, P<0,02), isto é, ratos 

recuperados (RC e RS) tiveram menor insulinemia do que os controles (CC e CS), 

enquanto os ratos mantidos com dieta à base de soja (CS e RS) tiveram maior 

insulinemia que aqueles alimentados com dieta à base de caseína (CC e RC). 

Consequentemente, a razão insulina/glicose foi menor nos ratos recuperados em relação 

aos ratos controles (F1,26= 7,83, P<0,01) e maior nos ratos alimentados com dieta de 

soja em relação aos mantidos com caseína (F1,26= 8,05, P<0,01). Quando avaliamos 

isoladamente a recuperação nutricional, observamos que a glicemia foi similar entre os 

grupos RC, RS e HP, e a insulinemia foi maior no grupo RS em comparação aos RC e 

HP. Conseqüentemente razão insulina/glicose foi maior nos ratos RS do que nos ratos 

RC e HP. Concentrações basais de glucagon foram similares entre os grupos. 

Entretanto, a razão insulina/glucagon foi maior no grupo RS do que nos grupos RC e 

HP (Tabela 1). 

A média da área total sob a curva de glicose (∆G), em resposta à carga de 

glicose, foi afetada pela interação do estado nutricional prévio e dieta (F1,21= 5,44, 

P<0,05), e assim ∆G do grupo RC foi menor do que no grupo CC, mas similar entre os 

grupos RS e CS. A média da área total sob a curva de insulina (∆I) e a razão ∆I:∆G foi 

significativamente afetada pela dieta utilizada durante a recuperação (F1,21= 10,7, 

P<0,01 e F1,21= 10,23, P<0,01, respectivamente). Ratos alimentados com dieta de 

farinha de soja tiveram maior ∆I e razão ∆I:∆G do que ratos alimentados com dieta à 

base de caseína.  Após a recuperação nutricional, a média da área total sob a curva de 

insulina (∆I) e razão ∆I:∆G  do grupo RS foi maior do que o grupo RC e ambos tiveram 

essas variáveis maiores do que grupo HP (P<0,01). A curva ∆G em resposta à carga de 

glicose, não foi significativamente diferente entre os grupos RC, RS e HP (Tabela 1). 



 26

A concentração de glicogênio hepático foi afetada somente pela dieta utilizada 

após o desmame (F1,35= 5,48, P<0,05). Ratos mantidos com dieta à base de farinha de 

soja (CS e RS) tiveram menor conteúdo de glicogênio do que aqueles mantidos com 

dieta à base de caseína após o desmame (CC e RC). A avaliação da recuperação 

nutricional mostrou que ratos recuperados (RS e RC) tiveram menor conteúdo de 

glicogênio hepático do que os ratos HP (P<0,001) (Tabela 1).   

Tabela 1 – Características metabólicas e hormonais de ratos adultos mantidos com 

dieta à base de caseína (CC e RC), farinha integral de soja (CS e RS) e dieta 

hipoprotéica (HP) após o desmame. 

 Grupos 

Variáveis CC CS RC RS HP 

Triglicérides séricos 
(mmol/L) 

0,6±0,15B 

(5) 

0,6±0,05B 

(5) 

1,2±0,2Aa 

(7) 

0,6±0,04Bb 

(7) 

1,0±0,2ab 

(6) 

Glicose sérica basal 
(mmol/L) 

5,3±0,4 

(6) 

5,2±0,4 

(6) 

5,6±0,2 

(9) 

5,5±0,2 

(9) 

6,1±0,1 

(5) 

Insulina sérica basal 
(pmol/L) 

266±48 

(6) 

305±55 

(6) 

157±19b 

(9) 

275±21a 

(9) 

132±8b 

(5) 

Razão 
insulina/glicose  

49±6 

(6) 

61±12 

(6) 

28±3b 

(9) 

50±4a 

(9) 

21±2b 

(5) 

Glucagon sérico 
(pmol/L) 

176±39 

(6) 

175±55 

(6) 

140±22 

(9) 

138±18 

(7) 

132±34 

(5) 

Razão 
insulina/glucagon  

1,97±0,58 

(6) 

2,85±1,22 

(6) 

1,27±0,21b 

(9) 

2,28±0,31a 

(7) 

1,25±0,37b 

(5) 

∆G 
(mmol/L.120min) 

20002±712A 

(6) 

18669±445AB 

(5) 

17753±592B 

(7) 

18960±520AB 

(7) 

18151±780 

(9) 

∆I (pmol/L.120min) 116±8 

(6) 

232±83 

(5) 

103±15b 

(7) 

203±30a 

(7) 

58±6c 

(9) 

∆I/∆G 19±2 

(6) 

40±14 

(5) 

19±2b 

(7) 

35±5a 

(7) 

10±1c 

(9) 

Glicogênio hepático  
(mg/100mg) 

1,22±0,22 

(9) 

0,80±0,22 

(10) 

1,01±0,18b 

(11) 

0,61±0,06b 

(9) 

3,81±0,39a 

(10) 

 Valores em média ± erro padrão da média com número de ratos em parênteses. Médias com 
diferentes letras minúsculas indicam diferenças, segundo ANOVA a um fator seguido do teste 
LSD. Médias com diferentes letras maiúsculas indicam diferenças, segundo ANOVA a dois fatores 
seguidos, de teste LSD. 
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A figura 2A mostra os níveis de expressão protéica do receptor de insulina (IR) 

no tecido hepático. Essa expressão foi afetada pelo estado nutricional prévio (F1,8= 7,28, 

P<0,05) e pela dieta utilizada após o desmame (F1,8= 18,32, P<0,01), mas não houve 

interação entre esses dois fatores (F1,8= 0,65, P>0,05). Ratos recuperados (RC e RS) 

mostraram menor expressão do IR do que os ratos controles (CS e CC) enquanto os 

animais alimentados com dieta à base de soja (CS e RS) exibiram menor expressão da 

proteína quando comparados com aqueles mantidos com dieta à base de caseína (RC e 

CC). Entre os ratos recuperados (RS e RC) os níveis de IR foram similares e menores 

do que ratos HP.  

O estado nutricional prévio e a dieta utilizada após o desmame, afetaram o nível 

protéico do IRS-1 hepático (F1,8= 10,24, P<0,05 e F1,8= 7,6, P<0,05, respectivamente). 

Assim, ratos recuperados (RC e RS) tiveram níveis reduzidos de IRS-1 quando 

comparados com ratos controles (CC e CS). Essa expressão foi diminuída pela dieta à 

base de soja independentemente do estado nutricional prévio. Nenhuma diferença foi 

verificada nos níveis IRS-1 quando foram comparados os grupos RS, RC e HP (Figura 

2B).  

A expressão protéica da subunidade p85 da enzima PI3-quinase, não foi afetada 

pelo estado nutricional prévio e nem pela dieta, observou-se, no entanto que houve 

interação entre esses fatores (F1,8= 17,07, P<0,01). Nos ratos do grupo RS, os níveis de 

p85 foram mais elevados do que nos ratos do grupo RC, enquanto nos ratos CS a sua 

expressão foi menor do que nos ratos CC. Nenhuma diferença foi verificada entre ratos 

RS e CS como também entre os grupos HP, RS e RC (Figura 2C).  

Em contraste ao descrito acima, o estado nutricional prévio e a interação entre 

estado nutricional e dieta influenciaram os níveis da subunidade p110 da enzima PI3-

quinase (F1,8= 11,51, P<0,01 e F1,8= 15,12, P<0,01, respectivamente). Sua expressão foi 
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similar nos grupos RS e RC e menor no CS em relação ao grupo CC. Entre os grupos 

RS, RC e HP a expressão da p110 foi similar (Figura 2D). 

Quanto à expressão protéica da Akt, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos CC, CS, RC e RS, assim como entre os grupos HP, RS e 

RC (Figura 2E). 

Após a administração da insulina, o incremento da fosforilação em tirosina do IR 

foi significativamente menor nos grupos recuperados (RS e RC) em comparação aos 

controles (CS e CC) (F1,11= 6,62, P<0,05), enquanto nenhuma diferença significativa foi 

observada entre os grupos RS, RC e HP (Figura 3A). O incremento da fosforilação do 

IRS-1 e a associação do IRS-1/PI-3 quinase foram afetadas significativamente pelo 

estado nutricional prévio (F1,8= 14,14, P<0,01 e F1,8= 238,05, P<0,001, 

respectivamente), dieta (F1,8= 15,59, P<0,01 e F1,8= 251,88, P<0,001, respectivamente) 

e pela interação entre esses fatores (F1,8= 10,16, P<0,02 e F1,8= 1165,85 P<0,001 

respectivamente). A magnitude do incremento da fosforilação do IRS-1 foi similar nos 

grupos RS e RC, e significativamente menor no grupo CS em relação ao CC. A 

fosforilação do IRS-1 foi maior nos ratos RS e RC, do que nos ratos HP (Figura 3B). 

Uma menor associação do IRS-1-p85/PI3-quinase estimulada pela insulina foi detectada 

no fígado de RS em relação aos ratos RC, e nos CS comparados com ratos CC. Além 

disso, os ratos RS exibiram menor associação do que os ratos HP e RC (Figura 3C).  

Após administração da insulina, não houve incremento da fosforilação da Akt no 

grupo CS e houve redução na fosforilação do grupo RS (F1,8= 13,49, P<0,01). Nos ratos 

HP o estímulo da insulina produziu redução da fosforilação mais intensa em relação ao 

grupo RS (Figura 3D). 
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Figura 2 - Representação por “immunoblot” da expressão protéica do IR (A), IRS-1 (B), p85 (C), p110 
(D) e Akt (E), no fígado de ratos adultos mantidos com dieta controle (grupos CC e RC), farinha de 
soja (grupos CS e RS) e hipoprotéica (grupo HP). 

Valores representam média ± erro padrão da média (n= 3). Médias com diferentes letras maiúsculas 
indicam diferenças segundo ANOVA a dois fatores seguidos de teste LSD (p<0,05). 
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Figura 3 - Representação por “immunoblot” mostrando o percentual de aumento da estimulação da 
autofosforilação do IR (A), IRS-1 (B), a associação do IRS-1/PI3-kinase (p85) (C) e fosforilação da 
Akt (D), no fígado de ratos adultos mantidos com dieta controle (grupos CC e RC), farinha de soja 
(grupos CS e RS) e hipoprotéica (grupo HP). 

Valores representam média ± erro padrão da média (n= 3). Médias com diferentes letras maiúsculas 
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VII – DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, investigamos os efeitos da recuperação nutricional com 

dieta à base de soja, na via de transdução do sinal da insulina no fígado de animais 

submetidos à restrição protéica na vida intra-uterina. A dieta à base de soja (grupos CS e 

RS) foi extremamente efetiva em inibir a expressão protéica do IR e IRS-1 no fígado. 

Embora evidências experimentais tenham sugerido que a genisteína da soja exerça 

efeitos biológicos benéficos através da inibição da atividade da proteína tirosina quinase 

(64,65), no presente estudo, a dieta de soja reduziu somente a fosforilação do IRS-1 

após estímulo com insulina e apenas no grupo CS em relação ao grupo CC. Neste caso, 

a redução da proteína IRS-1 poderia ter um papel na diminuição da fosforilação do IRS-

1 estimulada pela insulina. Entretanto, a redução da fosforilação do IRS-1 no grupo CS 

foi maior do que a diminuição da expressão protéica do IRS-1. Animais recuperados 

(RS e RC) exibiram redução tanto da expressão como da fosforilação das proteínas IR e 

IRS-1. Neste contexto, a diminuição da fosforilação do IR e IRS-1 poderia ser uma 

questão de estequiometria. A menor concentração protéica do IR e IRS-1, resultaria em 

uma menor fosforilação do IR e conseqüentemente menor interação entre IR e IRS-1, 

que levaria então para uma menor fosforilação do IRS-1. Como conseqüência, animais 

mantidos com dieta à base de soja, tornaram-se resistentes à insulina, a julgar pela 

concentração sérica basal da insulina, ∆I após carga de glicose e razão ∆I/∆G. 

Entretanto, não houve sinais clínicos e laboratoriais de diabetes e dislipidemia se 

considerarmos ∆G normal durante teste do GTT, concentrações séricas basais da glicose 

e triglicérides. Interessante ressaltar que, nossos animais mantidos com dieta à base de 

soja, exibiram um fenótipo similar aos ratos com mutações combinadas de IR/IRS-1+/-, 

que mostraram retardo moderado do crescimento, normoglicemia e hiperinsulinemia 
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moderada e concentrações de ácidos graxos livres normais (66). Entretanto, animais 

recuperados (RC e RS), que também exibiram redução das expressões IR e IRS-1, 

mostraram baixas insulinemia basal e razão insulina/glucose (uma indicação de aumento 

da sensibilidade à insulina), e nenhuma alteração na ∆I e razão ∆I/∆G quando 

comparados com os ratos controles (CC e CS).  

Em virtude das diferenças nos níveis de insulina circulante entre os ratos 

recuperados e animais mantidos com dieta à base de soja, parece que a resistência à 

insulina resulta de um aumento da secreção de insulina. Esta suposição é reforçada por 

estudos que demonstram que um componente da soja, a genisteína, aumenta a secreção 

de insulina por sua capacidade de inibir a atividade tirosina quinase das células beta ou 

por ativar a via AMPc-PKA (38,65). Tem sido sugerido que o grau de compensação das 

células β correlaciona-se com o grau de resistência à insulina no tecido muscular e 

adiposo, mais do que com resistência hepática ao hormônio.  A resposta pancreática é 

provocada, possivelmente por fatores secretados pelo tecido muscular e adiposo, ou por 

fatores portais que não estão presentes nos animais com resistência hepática à insulina 

(66). É interessante notar que ratos recuperados da desnutrição intra-uterina exibiram 

aumento da sensibilidade à insulina, como um resultado das alterações nas etapas 

iniciais da via de transdução do sinal do hormônio no músculo (52). Inversamente, tem 

sido mostrado que a genisteína inibe a captação de glicose no músculo esquelético (41) 

e reduz a deposição de gordura e o tamanho dos adipócitos (67) através da redução da 

lipogênese, induzida pela ação da insulina (39)  e pelo aumento da lipólise induzida por 

epinefrina (68). 

Classicamente, a supressão do IR no fígado tem sido associada à diminuição do 

conteúdo de glicogênio hepático (9,69). Em nosso estudo, embora ratos recuperados 

(RS e RC) e ratos mantidos com dieta à base de soja (CS e RS) tenham expressado 
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menor conteúdo de IR, apenas os últimos grupos exibiram redução do glicogênio 

hepático. A baixa concentração do glicogênio hepático observada em nossos animais 

alimentados com dieta à base de soja, não nos surpreendeu, pois, conforme descrito 

anteriormente por Keppens (70), hepatócitos frescos expostos à genisteína, ativou a 

enzima glicogênio fosforilase e inativou  a glicogênio sintetase.  

Geralmente observa-se um aumento da concentração sérica do glucagon em 

animais alimentados com dieta à base de proteína de soja (71,72) o que poderia explicar 

a depleção do glicogênio hepático, já que a sinalização do glucagon promove a 

glicogenólise e, algumas vezes, inibe a síntese de glicogênio no fígado (73). Entretanto, 

nossos animais alimentados com dieta à base de soja, não mostraram aumento da 

concentração sérica de glucagon. Nos ratos RS houve inclusive um aumento da razão 

insulina/glucagon, as custas do aumento da concentração sérica de insulina. Portanto, o 

aumento do glucagon não é uma explicação persuasiva para o baixo glicogênio 

hepático. 

Visto que a insulina promove a ativação da Akt através da via PI3-quinase, 

conduzindo a várias conseqüências metabólicas, tais como a síntese de glicogênio 

(5,74), avaliamos a expressão protéica das subunidades regulatória e catalítica da 

enzima PI3-quinase (p85 e p110, respectivamente) e da Akt, como também, avaliamos a 

associação do IRS-1/p-85 da PI3-quinase e a fosforilação da Akt, após estímulo com 

insulina. Tem sido demonstrado que a redução da expressão da p85 melhora 

significativamente a sensibilidade à insulina (75) e o aumento pode resultar em 

resistência à insulina (76), pelo rompimento do balanço entre monômero livre p85 e o 

heterodímero p85-p110. O aumento ou a diminuição da expressão da p85 desloca este 

balanço a favor tanto da p85 livre, como o complexo p85-p110.  Como o monômero e o 

heterodímero competem pelo mesmo sítio de ligação na proteína IRS, um desequilíbrio 
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poderia causar uma alteração da atividade da PI3-quinase (77).   Em nosso estudo, 

ambas as expressões da p85 e p110 foram reduzidas no grupo CS em relação ao grupo 

CC, e essas mudanças não foram acompanhadas pelo aumento equivalente da 

sensibilidade à insulina. Inversamente, no grupo RS a expressão da p85 foi aumentada, 

mas a expressão da p110 foi inalterada em relação ao grupo RC, resultando em 

resistência à insulina no primeiro grupo em relação ao último. Em ambos os grupos CS 

e RS, houve diminuição da associação do IRS-1/ PI3-quinase. Assim, o desequilíbrio 

estequiométrico entre p85/p110 é um argumento plausível para explicar a resistência à 

insulina vista somente no grupo RS. No grupo CS, a redução da associação do IRS-

1/PI3-quinase parece resultar dos baixos níveis de fosforilação do IRS-1.  

A menor associação IRS-1/PI3-quinase após o estímulo com insulina, causou 

uma fosforilação da Akt diminuída no fígado de ratos alimentados com dieta à base de 

soja. No grupo HP, houve uma fosforilação reduzida em relação à condição não 

estimulada. Também, nenhuma alteração foi verificada na expressão da Akt em todos os 

grupos. O resultado observado no grupo HP vai ao encontro ao relatado por outros 

autores, que afirmam não haver necessariamente, correlação entre a quantidade de PI3-

quinase recrutada e o grau de fosforilação da Akt (78). 

Finalmente, os dados do presente estudo, sugerem que a dieta à base de soja, 

favorece o desenvolvimento da resistência à insulina, através de mecanismos celulares 

que variam em função do estado nutricional prévio. Em ratos recuperados, a dieta à base 

de soja, resultou em resistência à insulina no fígado, devido, pelo menos em parte, ao 

aumento da expressão da p85, que favoreceu a redução da associação do IRS-1/PI3-

quinase. Em ratos controles, a resistência à insulina parece ter sido resultado da redução 

da fosforilação do IRS-1 que determinou menor associação do IRS-1 a PI3-quinase. 
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