FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

EFEITO DA RECUPERACAO NUTRICIONAL DE RATOS COM
DIETA A BASE DE SOJA SOBRE A SINTESE DE ACIDOS
GRAXOS HEPATICOS

Silvia Regina de Lima Reis

CUIABA, MT - 2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

EFEITO DA RECUPERACAO NUTRICIONAL DE RATOS COM
DIETA A BASE DE SOJA SOBRE A SINTESE DE ACIDOS
GRAXOS HEPATICOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude, area de
concentracdo Cirurgia, Nutricdo e Metabolismo, da
Universidade Federal de Mato Grosso, para a

obtencéo do titulo de mestre.

Orientanda: Silvia Regina de Lima Reis
Orientadora: Prof® Dr* Marcia Queiroz Latorraca

Co-Orientadora: Prof2 Dr2 Marise Auxiliadora de Barros Reis

CUIABA, MT - 2007



Dedicatoria

Ao meu querido esposo André Reis, ao meu filho

André Matheus e a minha filha Ana Jilia, que sdo minha fonte de
inspiragdo e alegria na vida.... E por me apoiarem e compreenderem
os meus momentos de auséncia.



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre iluminar meu caminho, pela minha ddegte e obstinacdo em

tudo que me proponho a fazer em minha vida.

A minha maeCleuza da Silva de Limaao meu paiSebastifio de Limaaos meus
irmaos (Marcio, Marcos e Alex) e grupos de amigg)spelo incentivo, compreensao,

apoio e por entenderem a minha auséncia.

A Profa, Dr2, Marcia Queiroz Latorracgela oportunidade, apoio, companheirismo,
paciéncia, orientacao, incentivo, dedicagéo, pebmpeténcia no desenvolvimento do
trabalho, pelos conhecimentos transmitidos e coghadepositada, meu afeto e eterna

gratidao.

A Prof a Dra. Marise Auxiliadora de Barros Rejspela co-orientagéo, incentivo no
desenvolvimento da pesquisa, pela paciéncia aotemear nos momentos de duvidas,
pela capacidade de transmitir conhecimento de foutzma e direta, enfim pelas

importantes contribuicdes nos experimentos.

Ao Prof ° Dr. Roberto V. Velosopelo auxilio, atencdo, por seu exemplo de digiéda
e respeito.

As Prof ®Dr2  Maria Salete Ferreira Martins, Prdf Dr®. Maria Helena Gaiva,pelo

auxilio e apoio prestado.

A Prof 2 Dr% Nair Honda Kawashitapelas importantes contribuicdes na revisido do

trabalho e por sempre ser tdo prestativa nos mooseti¢ necessidade.

A Prof ® Dr2 Vanessa Cristina Arantegelas relevantes sugestfes apresentadas no
exame de Qualificacdo, pelo empenho, boa vontatiglieacdo ao ensinar algumas as
técnicas apresentadas no trabalho e principalm@eia paciéncia em nos atender nos

momentos de duvidas.



A Prof ® Dr?. Rosa Helena Veras Mourdmela boa vontade em vir a Cuiaba para
ensinar a técnica do extrato nuclear e pela capadel de transmitir conhecimento

sobre a técnica de forma téo clara e objetiva.

Ao Prof ° Dr. Luiz Fabrizio Stoppigliapor ser sempre prestativo nos momentos de

necessidade e duvidas.

AosProf ° Dr. Antonio Carlos Boschero, Prof Dr. Everardo Magalhde<arneiro do
Departamento de Fisiologia e Biofisica-UNICAMP, plornecer reagentes para a

determinacao de algumas analises.

A amiga Naoel Hassan Farespelo apoio, colaboragdo, amizade e por dividir os
momentos bons e dificeis durante todo o periodexderimento.

Asalunas de iniciacdo cientifica Leticia M.l. Souz&arbara L. Botoso, Talita S. S.

Gongalvespelo apoio, auxilio, dedicacéo, amizade e pelos emtos de descontracao.

A Marciane Milanski, pelo auxilio prestado e por fornecer reagentesy@arealizacéo

de algumas analises.

Ao Profe Dr. Edson Moleta Colodepelo valioso auxilio nas andlises histologicas e a

Silvanapela contribuigdo nas anélises bioquimicas.

As colegas do mestradmlaristela Milanski, Denise F.I. Souza, Vera L. Mott®, Ana
Flavia M. Pessoa e Cristiana Barbosgelo companheirismo, colaboracdo, amizade e

momentos de alegria e confidéncia.

Ao técnico de laboratorio e amigoCelso Roberto Afonso pelo auxilio,

responsabilidade, aplicacao e sobretudo pela angzadtua.



A todos os alunos de pos-graduacéo e iniciagcdo cfaai da Prof® Dr®. Nair Honda
Kawashita que, direta ou indiretamente, contribuirgpara a elaboracdo deste
trabalho, e principalmente a Maisa Pavani e a Anardllna por ensinar algumas

técnicas importantes para a elaboracdo do trabalh

A Coordenacgédo do Curso de Pés-graduag@ela confianca e apoio financeiro para

apresentacao do trabalho em eventos importantes.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Mato800(FAPEMAT) pelo

apoio financeiro ao desenvolvimento do meu trabalho
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de NSwglerior (CAPES)pela
concessao da bolsa que propiciou a dedicacdo exeluso curso de Mestrado em

Ciéncias da Saude.

Meu agradecimento e respeito a#simais de Laboratério,que doaram a vida a

pesquisa.

A todosaqueles que, de alguma forma, contribuiram paraalizacéo desse trabalho,

meu sincero agradecimento.

vi



"(...) cada pessoa, em sua existéncia, pode tergdaigtudes: Construir ou Plantar. Os
construtores podem demorar anos em suas tarefass ama dia terminam aquilo que
estavam fazendo. Entdo param, e ficam limitados poas proprias paredes.

A vida perde o sentido quando a construgao acaba.

Mas existem os que plantam. Estes, as vezes safmmtempestades, as estacoes, e
raramente descansam. Mas, ao contrario de um edifio jardim jamais para de
crescer. E, ao mesmo tempo que exige a atencaaudinjeiro, também permite que,

para ele, a vida seja uma grande aventura.(...)"

Paulo Coelho, Prélogo de Brida.

“O conhecimento ¢ algo fantdstico e intrigante, pois quanto mais

aprendemos, descobrimos que menos sabemos’.

André Prado
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RESUMO

Estudos indicam que desnutricdo na vida intrafutere neonatal pode causar
programacao metabdlica na prole levando ao dialipte? e obesidade na vida adulta.
A crescente prevaléncia dessas doencas tem sidalecada responsavel pelo elevado
namero de individuos com esteatose hepatica. Quoumsle soja regula a expressao de
mediadores moleculares da esteatose hepatica prdwem desenvolvimento de figado
gorduroso. Este estudo teve o objetivo de avalsarepercussdes da recuperacao
nutricional com dieta a base de soja sobre a sigkedipidios hepaticos e alguns fatores
hormonais, bioquimicos e moleculares envolvidossua regulacdo. Proles de maes
alimentadas com 17% ou 6% de proteina (caseinantuprenhez e lactagdo foram
mantidas com dieta com 17% de caseina (grupos RC)eu farinha integral de soja
(grupos CS e RS) do desmame até os 90 dias de Hatles CS e RS exibiram baixo
peso corporal, concentracdes de glicose e trigtiees séricos normais, concentracdes
séricas de insulina e de ALT aumentadas, elevadioeiHOMA, similar concentracdo
sérica de glucagon e da razao insulina/glucagorpaoado com ratos CC e RC. A
dieta a base de farinha integral de soja ndo altarexpressao protéica do SREBP-1c,
mas diminuiu a expressdao do PRABem como a atividade das enzimas malica e ATP
citrato liase. Essas alteracdes foram acompanhpataiminuicéo da lipogénese vivo

e do conteudo gordura hepatica. Assim, dieta a basdadnha de soja produziu
resisténcia a insulina hepética que foi acompanimada reduzido armazenamento
gordura hepética, devido pelo menos em parte andiok expressdo protéica do
PPARy e pela reduzida atividade das enzimas malica e-@{f&to liase. Entretanto, a
dieta a base de farinha integral de soja néo tei® g@rotetor sobre a funcdo hepatica,

a considerar o aumento da concentracao séricanilaotansferase ALT.

Palavras-chaves:soja, resisténcia a insulina, lipogénese, doengétiva gordurosa

nao alcoodlica (NAFLD) e recuperacao nutricional.
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ABSTRACT

Studies indicate that malnutrition in the fetal andonatal life may programme
offspring susceptibility to later development ofeslty and type 2 diabetes. The rising
prevalence these diseases have been considerezhsidde for the high number of
individuals with hepatic steatosis. The consumpbbrsoy regulates the expression of
molecular mediators of hepatic steatosis preverttiegdevelopment of fatty liver. The
aim of this study was to investigate if nutritiomatovery with a soybean flour diet alter
the SREBP-1c and PPARrotein expression and the activities of lipogesmzymes
(malic and ATP citrate lyase enzymes), contributingprevention of hepatic steatosis.
Rats from mothers fed with 17% or 6% protein (a&sduring pregnancy and lactation
were maintained with 17% casein (CC and LC groopsoybean (CS and LS groups)
diet after weaning until 90d age. CS and LS rat$ loav body weight, normal basal
serum glucose and serum triglyceride concentratiomeseased serum insulin and ALT
concentrations, high HOMA index, similar serum @lgon levels and the
insulin/glucagon ratio compared with CC and LC .r&sybean diet did not alter the
SREBP-1c expression and diminished the PPP&kpression, as well as the ATP citrate
lyase and malic enzyme activities. The liver fantemt was lower in recovered than in
control rats and in those fed with soybean dieh timathose fed with casein diet. Thus,
soybean diet produced insulin resistance that veasmapanied by reduced liver fat
storage, due at least in part to decreased RRABein expression and malic enzyme
and ATP-citrate lyase activities. However, soybé&h did not exert the protector effect

on hepatic function, whether taking into accousetthise of serum ALT concentration.

Key Words: soybean, insulin resistance, lipogenesis, Nonkalto fatty liver disease
(NAFDL) and nutritional recovery.
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| - INTRODUCAO

A doenca hepética gordurosa nao alcoodlica é recodeomo um dos tipos de
patologias hepéaticas mais combreendo a esteato-hepatite ndo alcéolica considevado
ponto critico, porque freqientemente indica a @egfio para fases mais avancadas como

cirrose e carcinoma hepatoceluddr.

O figado tem papel central no metabolismo de kipigor importar acidos graxos
livres séricos, fabricar, armazenar e exportadiisi e lipoproteinaO actimulo excessivo
de triglicerideos hepaticos esta associado a fatw&icionais, ao uso de varias drogas, e
multiplos defeitos genéticos que repercutem no lbedano energético. Entretanto, a

desordem mais comum associada com esteatose hepatiesisténcia a insulina.

Uma série de alteracdes fisioldgicas e moleculacestece no quadro de resisténcia
a insulina e resulta no acumulo de trigliceridengigado. A resisténcia a insulina aumenta
concentracdes séricas de acidos graxos livresyais gao captados pelo figado e dirigidos
para a producdo de triglicerideos, resultando eteawse hepatica.Além disso, a
hiperinsulinemia cronica altera a expressédo derdatale transcricdo lipogénicos, o que

resulta no aumento da sintese de &cidos gtexmvono figadd>®

Diferentes modelos animais para obesidade, resiatén insulina e/ou doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica tém sido deseitsV O grupo de pesquisa do
Laboratoério de Avaliacao Biologica de AlimentosUdiaiversidade Federal de Mato Grosso
tem avaliado ratos recuperados da desnutricdoigmos®frida em fases iniciais da vida
(vida intra-uterina e lactacdo), um modelo expenitaleque apresenta déficit da secrecao de
insulind® e resisténcia hepética a esse hormdhisse grupo tem usado uma dieta a base
de farinha de soja como fonte protéica alternati#abaixo custo e alta qualidade para a

recuperacao destes animais, na tentativa de prexeni tratar as consequéncias tardias da

17



desnutricdo. Esta escolha foi motivada pelas evidércientificas que mostram que pelo

menos um dos componentes da soja, a genisteinansumsecrecdo de insulitfa.

Ratos desnutridos recuperados com dieta a basejal@mesentaram aumento da
concentracéo sérica de insulina e moderada resistBepéatica & insulind,uma situacédo

que poderia interferir no metabolismo lipidico efuracdo hepatica.

Assim, este estudo avaliou o efeito da dieta a bas®ja na recuperacao de animais
com desnutricdo protéica sobre alguns mecanisnuopiiohicos e moleculares envolvidos

no metabolismo de acidos graxos hepaticos.
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Il - REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracterizacéo e epidemiologia da Esteatosepdgica

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica € umapdedogias hepaticas mais
comuns nos paises desenvolvidos, com grande pneialéntre obesos (76%), diabéticos
tipo 2 (50%)****> e provavelmente se subestima os casos de ciquesdela podem advir.
16 Evidéncias indicam que esta patologia hepéatica esergindo como um componente da
sindrome metabolica, embora n&o se saiba se os mawmsadores, incluindo as
concentracdes séricas das aminotransferases @lammotransferase - ALT, aspartato
aminotransferase — AST) e fosfatase alcalina (Adl®)adas, predizem essa sindrdfne.

Histologicamente a doenca hepatica gordurosa médlada € uma condic¢ado clinico-
patolégica comum, caracterizada pela deposicadpd@ios no parénquima hepatico de
pacientes sem histérico de consumo excessivo @®l&fcE considerada a mais comum
doenca hepatica relacionada a obesidade. Embosa pasrrer em pacientes eutroficos, a
maioria dos casos ocorre em individuos com soboepesm obesdS. Tanto a obesidade
quanto o diabetes tipo 2 estdo fortemente assccidesisténcia & insulifd® por isso a
prevaléncia de esteatose nestes grupos é muite.mmaio

A resisténcia a insulina é o mecanismo desencadedmadesenvolvimento da
esteatose hepatica mais citado, seguido do estmesdativo que produz peroxidacao
lipidica e que provavelmente aumenta a agressdecatn hepatico, conduzindo a esteato-
hepatite ndo alcodlica. A combinacdo da elevadaertiracdo plasmatica de glicose e
acidos graxos promove a sintese de acido graxmiauliap oxidacéo levando a esteatose
hepatice**

A alteracao laboratorial mais comum em pacientetagores da doenca hepatica
gordurosa néo alcodlica é a elevacgéao, de leve &@rmadd, das concentracdes séricas de ALT
e AST? Alguns estudos registram que as aminotransfegeasmente ndo excedem trés a

quatro vezes o limite superior da normalidade, cpredominio da ALTF**° As
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concentracdes séricas de fosfatase alcalina tarpbéem estar discretamente elevadas em
um terco dos pacientes portadores da doenca.

A gama-glutamil transferase também é consideradonarcador da injuria hepatica
e normalmente concentracfes séricas aumentadasetegna em paralelo com a fosfatase
alcalina indica doenca hepatobiliar colestaticagaina-glutamil transferase pode ser mais
sensivel do que a fosfatase alcalina para detecmlestase moderadd. A
hiperbilirrubinemia, a hipoalbuminemia e o tempoolpngado de protrombina sé&o
incomund’ e geralmente ocorrem quando a faléncia hepétita estabelecida. A
hiperlipidemia e a hiperglicemia também s&o comemspacientes com doenca hepatica

gordurosa n&o alcodlidi.

2.2. Regulacao da sintese de acidos graxos no figad

O acumulo de gordura hepatica é determinado pelan¢@@ entre sintese e
degradacédo de triglicerideos, denominados respectinte lipogénese e lipolise. A
lipogénese hepética é regulada por nutrientesoggi@ acidos graxos) e hormonios, cujos
efeitos pré ou anti-lipogénicos sdo mediados ptorés de transcricdo que alteram a
expressdo de genes lipogéniébs.

A ativacdo da sintese de acido graxo hepatico adooaratos (glicose) é mediada
por varios mecanismos. Primeiramente, a proprzogli € um substrato para a lipogénese
ao ser degradada a acetil-CoA e oxalaoacetat@s Egifrem condensacao, formando
citrato, que por sua vez € lancado para o citosetenvertido a acetil-CoA e oxaloacetato
pela ATP-citrato liase. Acetil-CoA carboxilase emt&onverte parte do acetil-CoA em
malonil-CoA, sendo ambos substratos da sintasecide §raxo para a formacao de acido
palmiticd®. Adicionalmente, o oxaloacetato é reduzido pel@foalesidrogenase a malato,
0 substrato da enzima malica com a producdo de NADRIMa das principais fontes de

equivalentes redutores requeridos para a sides®vode acido palmiticd**? Segundo, a
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glicose ativa um fator de transcricio denominadotegima ligadora de elementos
responsivos a carboidratos (ChREBP). O ChREBP aegudxpressao hepatica de enzima
chave da via glicolitica (piruvato quinase) quenémre acetil-CoA para a sintese de acidos
graxos, bem como a transcricdo de todos os gepegéhicos’ Finalmente a glicose
aumenta a lipogénese por estimular a liberacaonsiglima e por inibir a liberacdo de
glucagon pelo pancreds.

A insulina é provavelmente o principal fator horrabque influencia a lipogénese,
por ativar as enzimas ATP-citrato liase e enzimécaavia modificacdes covalented:®*
Esses efeitos sdo desencadeados pela ligacdo uimanao seu receptor na membrana
celular, ativando sua atividade tirosina quinasmduzindo efeitos via fosforilacdo em
tirosina/serind>>® A insulina também influencia a sintese de acidasas por estimular a
expressdo de genes e atividade de enzimas lip@géhisendo este efeito mediado pelo
fator de transcricdo SREBP-1c (Proteina ligadoraeldenentos regulados por esteréides
1c)?°

O SREBP-1c é uma das trés isoformas de SREBP npertte a familia de fatores
de transcricao hélice-alca-hélice basico (bHLHpetém uma regido que forma wipper
de leucina® A isoforma SREBP-1c aumenta preferencialmenteaastricdo de genes
requeridos para a sintese de acidos graxos, idduaqueles que codificam a ATP-citrato
liase, acetil- CoA carboxilase e acido graxo smtadém de outros trés genes requeridos
para a geracdo de NADPH, que é consumido durarigogénesé®*® O aumento da
expressdo do SREBP-1c no figado de ratos transg€leica ao desenvolvimento de figado

gordurosd®*

> e 0 SREBP-1€ estimulam a expressdo do gene do PRAREeeptor

A insulind'
ativado por proliferadores do peroxissoma gama)PRAR/ é um dos trés membros da

super familia de receptores de hormoénios nuclegxes$3/d e Y) e € requerido para
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diferenciacdo do adipécito norrffak participa da ativacdo transcricional de numerosos
genes lipogénicos. A acdo dos PPARs (antiinflarregtdmipolipemiante, antidiabética) &
dependente dos ligantes e, estes, por sua veempser naturais ou endégenos, Como 0s
acidos graxos (linoléico, linolénico e araquidoniecseus derivados, ou sintéticos, como as
drogas antiinflamatorias, hipolipemiantes e ankificas. Em hepatocitos, o PPAR-
aumenta a expressao de enzimas lipogénicas tais adwido graxo sintase e acetil-CoA
carboxilase aumentando a sintelenovode lipidios* Normalmente o PPARé pouco
expresso no figado, porém, em modelos animais asisténcia a insulina e figado
gorduroso, a expressdo do PRAR notavelmente aumentati&?®

Um outro horménio que influencia a lipogénese daeira antagbnica a insulina € o
glucagon, que atua aumentando o AMP ciclfdBstudos tém mostrado que a incubacéo de
hepatdcitos de ratos com glucagon ou AMP ciclidwiitil diminui o RNA mensageiro do
SREBP-1c e seus genes alvos associados a lipodén&¥eIn vivo, a expressdo de
SREBP-1c no figado € reduzida no jejum, uma coodagacterizada pelo aumento da
concentracéo sérica de glucagon e diminuicdo ddiresnia>®>*

Estados de resisténcia a insulina tém sido askuxia doenca hepética gordurosa
ndo alcodlica por seus efeitos sobre o metaboliBpidico. A resisténcia a insulina é
caracterizada por hiperinsulinemia, aumento dayg&al hepatica de glicose e diminui¢do
da deposicéo de glicose. No tecido adiposo, atéesia a insulina aumenta a atividade da
lipase hormdnio sensivel, 0 que resulta em taxamahds de lipolise e aumento do fluxo de
acidos graxos livres para o figado. Os &acidos grakoes podem ser oxidados na
mitocdndria para formar ATP ou esterificados, pmddo triglicerideos que sdo estocados
ou incorporados em particulas de VLDL. No figadoperinsulinemia induz a expressao do
SREBP-1c, que resulta no aumento da transcricAotodes o0s genes lipogénicos.

Simultaneamente, a hiperglicemia ativa o ChREBP,ue cptiva transcricdo da
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fosfofrutoquinase e todos os genes lipogénicosa@es sinergisticas da SREBP-1c e do
ChREBP ativam coordenadamente a maquinaria enzenagcessaria para conversao do
excesso de glicose a acido graxo. Em consequén@araento da sintese de acidos graxos,
ocorre elevacdo da producdo de malonil-CoA queeirab CPT-1 (carnitina palmitoil
transferase 1) uma proteina responsavel pelo walesdo acido graxo para mitocondria.
Assim, no quadro de resisténcia a insulina, oso&cgtaxos livres oriundos da periferia e
aqueles derivados da lipogéneske novo sdo preferencialmente esterificados a

triglicerideos™

2.3. Hipdtese do “Fendtipo Econémico”

A influéncia da inadequacéao nutricional sobre gadraento e desenvolvimento fetal
e neonatal e sua relacdo com o aparecimento deatemetabdlicas na vida adulta, tém
merecido intensa investigacdo cientifica nas UKidécadas. A “hipotese do fendtipo da
economia” formulada nos anos 90 por Hales & Barkenta explicar essa associacdo. De
acordo com esta hipotese, condicdo nutricionalagesfvel durante as fases criticas de
desenvolvimento, promoveria uma “programacdo mditajoque durante a vida fetal e
neonatal garantiria a sobrevivéncia do feto, madipporia ao aparecimento de doencas na
maturidade, como a sindrome metabdiica.

O tipo de deficiéncia nutricional que torna o fetn infante suscetivel a sindrome
metabolica ndo € conhecido. A maioria dos estudms tgqstou a hipotese do “fendtipo
econdmico” avaliou roedores submetidos a restrgg@béica durante a vida intra-uterina

e/ou lactacdo ou uma combinacao de vida intrangelactacdo e apdés o desmame.

A restricdo protéica imposta durante a vida intextoa e a lactacdo produz danos
morfologicos e funcionais irreversiveis no panceadocrino. Proles de ratas mantidas com

dieta hipoprotéica durante a prenhez e a lactgg@Egsuem numero reduzido de célflas
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aumentado de célulasi pancreaticas® Ocorre também reducdo do tamanho e
vascularizac&o das ilhotas pancreatiéasem como reducéo da densidade, massa absoluta
e contetdo de insulina das célups® A secrecdo de insulina em reposta a glicose, a
aminoAcidos e a estimulos n&o nutrientes encoatdirsinuida’® %2

Os tecidos sensiveis a insulina também sofremagfies morfolégicas e funcionais
importantes em resposta a desnutricdo intra-uteenpos-natal. O figado de ratos
submetidos a restricdo protéica em fases criticad@senvolvimento, possui lobulos
maiores em comparacdo aos animais controles, maresequéncias dessa alteracao
anatémica ainda sdo desconhecffa&sses animais apresentam reducdo de 80% na
expressdo dos receptores de glucagon e aumenkprssio dos receptores de insutina.

Nesse modelo animal, a atividade da glicoquinagétiea esta diminuida e a da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase esta aumentadkcando o aumento da sintese ao inves
de utilizagéio da glicos¥.Essas alteracdes sdo acompanhadas por mudangheaganos
niveis do RNA mensageiro dessas enzimas, indicqudms efeitos da desnutricdo também
se estendem a regulacdo da expressdo dos genes gesteina® As alteracdes da
atividade das enzimas hepéaticas e 0 aumento deptoees de insulina tém sido atribuidos
as mudancas nas zonas metabodlicas do figado. Aqglitase e a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase sdo produzidas em diferentes zoepétibas: a primeira € encontrada na
regido central ao redor da veia hepatica (zonavgressa) e a Ultima na regido do trato
portal (zona periportdl). Existe um gradiente de receptores de insulina coma alta
densidade na zona periportal e uma baixa densitladena periveno$4 Acredita-se que a
desnutricdo causa uma alteracdo permanente daagépulle células hepaticas, resultando
em expansédo da regido periportal e contracéo iorpgrivenosa™®®

Estudo de perfusdo mostrou que o figado de ratakoad(trés meses de vida)

submetidos a restricdo protéica na vida intrafuéere na lactacdo apresenta respostas
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alteradas ao glucagon e a insulina. O glucagocapar de aumentar a producado de glicose
hepatica, indicando um estado de resisténcia ahess®nio. A insulina causa um aumento
inicial da producdo de glicose hepatica ao invéssterada reducddcaracterizando um
estado de resisténcia hepatica a insulina. Respmsiiar a insulina tem sido observada em
individuos com diabetes mellitus tipo®®®° Contudo, esses animais ndo apresentam

hiperglicemia nem dislipidemias.

Recentemente, foi observado em ratos submetidogsautticio intra-uterina,
aumento da expressao génica e protéica do SRERBRIdenzima acido graxo sintase que
se correlacionou positivamente com a deposicaaigkceérideos e colesterol hepaticos.
Notavelmente, esses animais ndo apresentaram adesi@m aumento das concentracdes
séricas de lipidio¥ Essas observacbes sugerem que a desnutricdo esncidicas do

desenvolvimento pode contribuir para a instalagiquhdro de figado gorduroso.

2.4. Papel da soja na regulacéo do perfil e metaligino lipidico

A soja -Glycine max (L.) Merril- € um importante alimento para a nutricdo humana
e animal, além de ser muito utilizada com prop&sitdustriais. Aproximadamente 60% de
todos os alimentos processados contém ingredietéggados da soja. Apesar de ser
deficiente em aminoacidos sulfurados como metiomnaistina, a soja contém grande
guantidade de proteinas (aproximadamente 38%); d8%ordura; 30% de carboidrato;
14% de umidade, cinzas e outros componentes sammd#d soja também € uma
importante fonte de varios minerais, vitaminaseitrégenos e fibrds.

Além do seu alto valor nutricional, a soja apreseo preventiva e/ou terapéutica
sobre uma série de doencas como diabetes mellimesidade, enfermidades
cardiovasculares e cancer, sendo considerada camalimento funcional. Esse termo é
aplicado para alimentos ou ingredientes que alémedduncdes nutricionais bésicas,

produzem efeitos fisiolégicos e/ou metabdlicos @g#® benéficos a saude, quando
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consumidos como parte de uma dieta habitual, sesedoros para 0 consumo sem a
necessidade de uma supervisdo médi€aGrande parte dos efeitos biologicos benéficos
atribuidos & soja se deve & composicdo de amirasadilsua proteina e as isoflavoffas.

Estudos experimentais tém mostrado que a protéénsoja melhora o perfil lipidico
plasmatico, diminuindo colesterol total, LDL coksst, triglicerideos e aumentando
significativamente o HDL colester6l.Este efeito é potencializado quando h& associacdo
com as isoflavona$. A acdo hipolipemiante da proteina da soja tem atdbuida a sua
composicdo aminoacidiéd/’ que reduz a razdo insulina/glucagon por diminsr a
concentracdes séricas de insulina e aumentar gisicigon’®

O consumo de proteina da soja previne o acumuldrigkcerideos no figado,
reduzindo o efeito deletério da lipotoxicidade. #lizacdo dessa fonte protéica provocou
uma reducao de aproximadamente 54% na expressBdldanensageiro do SREBP-1c e
da expressao génica e protéica de enzimas envelnaasintese de acidos graxos (ATP-
citrato liase, acetil-CoA carboxilase, acido gragimtase, enzima malica), indicando
diminuicéo da lipogénes@é.”®

Um outro mecanismo pelo qual a proteina da sojair@eo acumulo de acidos
graxos e triglicerideos no figado é pela ativagii@xpressdo génica do PPAR PPARx
€ um fator de transcrigdo que controla a oxidag@oédidos graxos por induzir a transcricdo
da CPT-1 e vérias enzimas chaveBdxidacad®®?

A genisteina (a principal isoflavona da soja) pareeduzir as concentracdes de
lipidios séricos e hepaticos. O efeito redutor oi@gra hepatica parece resultar do aumento
da oxidacdo de acidos graxos, possivelmente determipath superexpressdo do gene e
ativacdo do PPAR®*%* aumento da transcricdo génica do PGC-1 (um icaeatr do

PPAR) e da MCAD (acil-CoA desidrogenase de cadéidia)®°
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[l - OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar as repercussfes da recuperacao nutriccomaldieta a base de soja sobre a

sintese de acidos graxos hepaticos e alguns fdtoresonais, bioquimicos e moleculares
envolvidos na sua regulacao.

3.2. Especificos
v' Determinar as concentracdes séricas de proteinass, tglicose, triglicerideos,

insulina e glucagon em ratos adultos apds a reag@emutricional com dieta a base
de farinha integral de soja micronizada inativa.

v Avaliar a sensibilidade a insulina em ratos aduipds recuperacgao nutricional com
dieta a base de farinha integral de soja microrizaativa.

v' Avaliar a expresséo protéica do SREBP-1c e PRAR: figado de ratos adultos
apos recuperacao nutricional com dieta a base deh#a integral de soja
micronizada inativa.

v' Verificar a atividade das enzimas malica e ATPatitrliase em figado de ratos
adultos ap06s a recuperacao nutricional com didtasa de farinha integral de soja
micronizada inativa.

v' Determinar a taxa de sintese de acido gmaxavo em figado de ratos adultos apds a
recuperacao nutricional com dieta a base de fanintegral de soja micronizada
inativa.

v' Determinar o conteudo de gordura hepatica em rathdtos apos recuperacao
nutricional com dieta a base de farinha integradaea micronizada inativa.

v' Analisar a histo-morfologia do tecido hepatico déos adultos apds recuperacao
nutricional com dieta a base de farinha integrad@ea micronizada inativa.

v' Avaliar o dano hepéatico em de ratos adultos apé@igoeracdo nutricional com dieta

a base de farinha integral de soja micronizad&enat
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IV - MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio deliAcdo Bioldgica de
Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutricé Fhculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Mato Grosso.

4.1. Animais

Foram utilizadas ratas adultas virgens, da linhad®mtar Rattus norvegicys
variedade Albinos, ordem Rodentia Mammalia, famifiaridae), com 90 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidaddef@ de Mato Grosso. As ratas foram
mantidas com machos da mesma linhagem, por uma @i€émeas e 1 macho); em gaiolas
coletivas de polipropileno, medindo 37,0 x 31,0 &01cm, com tampa de material
galvanizado. A prenhez foi confirmada pela presetgaespermatozoides no esfregaco
vaginal.

As fémeas prenhes foram aleatoriamente divididas 2ergrupos: controle e
desnutrido e receberam dietas isocaldricas & base&adeina com 17% de proteina
(normoprotéica) e 6% de proteina (hipoprotéicapeesvamente, durante a prenhez e
lactagdo. ApOs o nascimento verificou-se 0 nunderarias, 0 sexo e o0 peso corporal. No
terceiro dia de vida as ninhadas foram reduzida$lhotes, com a finalidade de padronizar
as condicdes experimentais.

O desmame aconteceu aos 28 dias de vida e os mad®s desmamados foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupunargidos por 60 dias com as respectivas
dietas:

v' Grupo Controle (CC): prole de méaes alimentadas d@ta normoprotéica durante a
prenhez e a lactacdo e subsequentemente alimeotadaa mesma dieta apds o

desmame.
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v" Grupo Controle-Soja (CS): prole de mées alimentata® dieta normoprotéica
durante a prenhez e a lactacdo e alimentada cdmn d@ibase de farinha integral de
soja micronizada inativa com 17% de proteina, apdssmame.

v" Grupo Recuperado com Caseina (RC): prole de méaewrdhdas com dieta
hipoprotéica durante a prenhez e a lactacdo, e@eeatda com dieta normoprotéica a
base de caseina apos o desmame.

v Grupo Recuperado com Soja (RS): prole de maes rlidas com dieta hipoprotéica
durante a prenhez e a lactacdo, e recuperada cetan mbrmoprotéica a base de
farinha integral de soja micronizada inativa apdesmame.

v" Grupo Hipoprotéico (HP): prole de maes alimentaxes dieta hipoprotéica durante a
prenhez e a lactacdo, e mantida com a mesma @i@éssoadesmame.

Durante todo o periodo experimental, os animaianiomantidos sob condicdes
controladas de umidade, temperatura (24°C - 2@&°Ciclo de luz claro/escuro (12h/12h),
tendo livre acesso a agua e as respectivas dietédstum

Todos os experimentos foram dirigidos por pringae boas praticas de laboratoério
e procedimentos cientificos, seguindo o guia pradic manual de biotério daternational

Committee on Laboratory AnimalkCLA)

4.2. Dietas

As dietas cujas composi¢des encontram-se deso@takabela 1, foram utilizadas
nas fases de prenhez, lactacdo e recuperacdo m forgparadas no Laboratério de
Avaliacao Biologica de Alimentos.

O grupo controle (primeira fase), CC e RC (seguada) receberam dieta a base de
caseina, contendo 17% de proteina, adequada parentdcado de roedores nas fases de
crescimento, prenhez e lactacdo, segundo as redagims da AIN-93G American

Institute of Nutrition.

32



O grupo hipoprotéico foi alimentado com dieta hipd@ica (6% de proteina), que
teve a caseina substituida por carboidratos, serhtidas as propor¢cdes de amido, amido
dextrinizado e sacarose, bem como a de L-cistinaredatdo ao teor de caseina, e as
concentracdes dos demais nutrientes.

A dieta a base de farinha integral de soja micemaz inativa seguiu as
recomendacdes da AIN-93G, sendo a caseina, 0 éleswjd e a fibra, substituidos pela
farinha integral de soja, e mantido em 17% o teppibteina da dieta. Foram realizados
ajustes na dieta a base de farinha integral de moj@ compensar o teor de hidratos de
carbono, lipidios e fibras presentes na farinha.

As dietas hipoprotéica, controle a base de caset®afarinha integral de soja eram
isocaloricas.

A farinha integral de soja micronizada inativa dicd por processamento industrial
(tratamento térmico, descascamento, pré-moagentm®muEacao), que resulta na reducao
do sistema enzimatico e fator anti-tripsina, atidgi 80% do valor nutricional da caseina
animal. A composicdo centesimal e de aminoaciddsmiaha integral de soja encontra-se

descrita nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

33



Tabela 1 — Composicao das dietas controle, hipopéita e a base de farinha de soja
utilizadas na primeira e segunda fase experimentét)/Kg).

Ingredientes

Controle

(17% proteina)

Hipoprotéica

(6% proteina)

Farinha de soja
(17% proteina)

Caseina (84% proteina)
Farinha integral de soja

Amido de milhd

Amido de milho dextrinizado

Sacarose
Oleo de soja
Fibras

Mistura mineral (AIN-93)G*

Mistura vitaminas (AIN-93)G*

L-cistina

Bitartarato de colina

202,0
397,0
130,5

100,0

70,0
50,0
35,0
10,0
3,0

2,5

71,5
480,0
159,0

121,0
70,0
50,0
35,0
10,0
1,0
2,5

415,0
312,2
103,7

78,6

40,0
35,0
10,0

3,0
2,5

*Reeveset al 1993°%°

1 Corn Products do Brasil, Sdo Paulo.

Tabela 2 — Composicdo nutricional da farinha integal de soja micronizada inativa.

Componentes Em 100 g
Valor Caldrico, kcal 455
Proteinas, 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
Isoflavonoides, mg 100,00

(DINAL 4.3260.0003.01-2)
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Tabela 3 — Composicdo de aminoacidos da farinha ieggral de soja micronizada inativa
e da caseina.

Aminoacidos % Aminoacidos
Farinha de Soja Inativa Caseina
Lisina 2,55 6,82
Histidina 1,03 2,41
Arginina 3,22 3,28
Acido aspartico 4,76 3,23
Treonina 1,62 3,12
Serina 2,26 4,30
Acido glutamico 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)

Todas as dietas foram elaboradas na forma de pdloses ingredientes secos
pesados em balanca analitica marca Marte, modeBO® com precisdao de 0,01 g,
peneirados (malha 200) e homogeneizados. As dietasn preparadas em quantidade
suficiente para todo o0 estudo, acondicionadas ewipieates de polipropileno,

hermeticamente fechados e armazenadas a 5 °C.
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4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Coleta de amostras e analises:

No final do periodo experimental, aos 90 dias @&eléj amostras de sangue foram
coletadas e o0 soro ou plasma obtidos foram armédmerea-80°C para subsequiente dosagem
da concentracdo sérica de insulina, glucagon, ip@téotal e de aminotransferases
hepaticas. Um grupo de ratos foi anestesiado coralparbitol de sédio (100 de mg/kg de
peso corporal) e submetidos a laparotomia mediana etirada do figado. O figado foi
rapidamente removido, fracionado, imediatamentegelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C para determinacdo da atividasleenzimas malica e ATP-citrato
liase, conteudo de gordura hepatica, bem como,eqmassdo do SREBP-1c e PRARr
immunoblotting Um fragmento de figado foi preservado para amdlistologica. De outro
grupo de ratos alimentados foi retirado o figad@ pketerminar a taxa de sintese de &cido

graxode novan vivo.

4.3. 2.Determinacdes bioguimicas e hormonais

4.3.2.1. Proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais foi realizadézamdo o método de biureto
modificado. A leitura das amostras foi realizada espectrofotdmetro modelo 395, marca

Micronal, em comprimento de onda de 545%m.

4.3.2.2. Triglicerideos

Foram determinados utilizando-se método enzimdticon kit especifico da Wiener

Lab, no equipamento automatizado BT-3000 Plus den#fiLab, Rosario, Argentina.
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4.3.2.3. Glicose

Foi determinada utilizando um monitor com tiras tdste para determinacdo da
glicemia (glicosimetro) por fotébmetro de refleténca marca Accu-chek Active, Roche

Diagndésticos, Alemanha.

4.3.2.4. Enzimas hepéticas

As enzimas hepaticas alanina aminotransferase (Ah3partato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamainsferase (GGT) foram determinadas
utilizando-se método enzimatico com kit especifilao Wiener Lab, através de analises

automatizadas no equipamento BT-3000 Plus da WlaeaterRosario, Argentina.

4.3.2.5. Glucagon

As concentracdes séricas de glucagon foram detadasnpor Elisa utilizando kit
comercial especifico (Rat Glucagon Elisa Kit Waaco Pure Chemical Industrie LTDA;

Japao). O resultados foram expressos pmol/L.

4.3.2.6. Insulina

A concentragdo de insulina sérica foi determinaatar@dioimunoensaio, de acordo
com o método descrito por Scettal. (1981)% Foram transferidas aliquotas de 0,1 mL das
amostras desconhecidas (em duplicata) as quaiserare, a seguir, 0,2 mL de uma solucao
contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulimarcada cof#® (tracador) em tamp&o
fosfato pH 7,4, acrescido de NaCl 0,9% e albumib&0 Em seguida foram preparados os

seguintes controles:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0,2 mL whpda fosfato com insulina

marcad& para averiguacéo da radiacdo maxima.
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b) 3 tubos (Ligacdo ndo especifica) contendo 0,2 mlLtadopdo fosfato contendo
insulina marcad4’ e 0,1 mL de tampé&o fosfato, para determinar peisinterferéncias no
ensaio pelos componentes do tampao.

c) 3 tubos (Referéncia) contendo 0,2 mL de soluca@daniosfato contendo insulina
marcada corf’l e anticorpo anti-insulina e 0,1 mL de tamp&odsf constituindo assim o
zero de insulina da curva padréo.

Em seguida, preparou-se também em triplicata, @ma de tubos (curva padréo), com 0,1
mL de insulina conhecida nas seguintes concentsaj@2; 0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63;
1,25; 2,5; e 5,0 rigL. Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 nsoldedo tamp&o
fosfato contendo insulina marcatf e anticorpo anti-insulina. Em seguida, amostras,
controle e curva padréo foram agitados em vértesteécados a 4C durante 48 horas. Apos
este periodo de incubagdo, com excecdo dos taeasgmalise da radiacdo méxima, todos
0s outros tubos receberam 0,2 mL de uma soluc&ermm 2,5% de carvao (Norit A), 0,5%
de albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos fa@rados em repouso durante 20 min
e a seqguir centrifugados durante 20 min (800 Gf¥@.40 sobrenadante foi descartado e a
radioatividade contida em cada tubo avaliada entadon de radiacdo gama. Os trés tubos
elaborados para andlise da radiacdo maxima naanive sobrenadante descartado, sendo
as radiacbes dos mesmos avaliadas diretamente.b@s@s nos valores obtidos nos tubos
contendo insulina conhecida, elaborou-se curvagoagine foi utilizada para a avaliagdo dos

valores desconhecidos das amostras. Os resulia@os éxpressos em pmol/L de insulina.

4.3.3. Determinacéo da resisténcia a insulina
O indice fisiologico de resisténcia a insulinatado neste estudo foildomeostasis
Model Assessment of Insulin Resista(td®MA-IR), modelo matematico simplificado de

representacdo do sistema homeostatico glicoserasydreditivo da resisténcia a insulina.
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Este indice foi determinado utilizando as concedta séricas de glicose e de insulina de
jejum, de acordo com a férmula: HOMA-IR= glicemia gjum (mmol/L) x insulina de

jejum (UU/mL) /22.5.

4.3.4. Medida da atividade da Enzima maélica e AT@itrato liase

Para avaliar a atividade das enzimas malica e &if&o liase o tecido hepatico
coletado foi homogeneizado em 1mL de tampdo TRI®M(Qsacarose 0,32M, EDTA
2mM e 2$-mercaptoetanol 5mM, pH 7,4) para cada 100mg dddee centrifugado por 10
minutos a 2300G. A camada superior foi descartagldracdo sobrenadante centrifugada a
11200 G por 2 horas para obtencédo da fracéao aitasol

A atividade da enzima maélica foi avaliada medindoasformacdo de NADPH a
partir de L-malato e NADP O método utilizado foi primeiramente descrito g@choa
(1955)%° e modificado por Hsu & Lardy (1968).A formacdo do NADPH foi monitorada
em espectofotdbmetro (340nm), e o ritmo de sua fo@imaproporcional a concentracdo da
enzima. O sistema de ensaio continha tampao tolketaaima 6mM, L-malato 5mM, Mn¢l
4H,0 4mM, NADP 0,2mM. A reacéo foi iniciada com L-malato, quedaiitida do branco.

A determinacdo da atividade da ATP- citrato liasieréalizada como descrito por
Srere (19595 sendo que a oxidacdo do NADH foi acompanhada gmeatrofotometria a
340nm por 3 minutos. A mistura de reacdo foi cortgpake tampao de trietanolamina
83,3M, pH= 7,7, citrato de potassio 200mM, NADH 2mdélbreto de magnésio 160mM,
ATP 140mM, 2B mercaptoetanol 200mM, coenzima A 4,8mM, NADH-malat
desidrogenase 2 U/mL. Os resultados foram expressosnmol de NADP/mg de

proteina.min.
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4.3.5. Determinacéo da sintese de acido graxosio ¢om>H,0

Foi administrado em ratos anestesiados 3 1H@D em 0,3 mL de salina através de
injecdo de intraperitoneal, 1 hora antes do expariom Os animais foram sacrificados por
decapitacdo e amostras de sangue foram coletadasgesheparinizados para a obtencao
do plasma para determinacdo da atividade espec@icecido hepatico foi rapidamente
removido e pesado. A extracdo de lipidios das aamste figado foi realizada utilizando
cloroférmio:metanol (2:1) de acordo com o método Fidch et al. (1957)? Apés a
extracdo, o material foi filtrado e a 8 mL dorélio foi adicionado 1,6 mL de solucéo
salina (NaCl 0,9%) e em seguida centrifugado p& &0por 10 minutos. A fase superior
aquosa foi aspirada e a fase cloroférmica foi lavpdr 3 vezes com a mistura da fase
superior preparada com cloroférmio, metanol e uméstalina na proporcéo de 21,1: 337:
330mL, respectivamente. A mistura de salina fejpprada com 0,528g de CaH.0,
0,732g de MgGI2H,O, 5,8g de NaCl e 640 mL de agua deionizada. Netstpa foi
separada uma aliquota de 2mL para a determinacalipditios totais. Para o isolamento de
acidos graxos uma aliquota de 4mL do extrato adonoito foi evaporado em banho-maria
e os lipidios foram saponificados com 2 mL de KQ@#&hélico (1mL de KOH saturado para
20 mL de etanol).

Os tubos foram tampados e submetidos a aquecimerttanho-maria a 75 °C por 2
horas. Em seguida, os tubos foram destampaddsadiéonados 3mL de agua milli-Q e
continuaram em banho-maria a 40 °C até a evapordedtmdo o alcool. O material
saponificado foi lavado trés vezes com 6mL de dgpetroleo, para a remocéao dos lipideos
nao saponificaveis. Posteriormente, o materiaadadificado com HCIQe os acidos graxos
foram extraidos com éter de petréleo. Todo o eeramnostras foi evaporado em capela e o

residuo que ficou no frasco foi dissolvido em 10de_coquetel de cintilacdo tolueno-PPO
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(0,5%) para contagem dos &cidos graXoA.radioatividade incorporada foi determinada

em contador beta (Tri-Carb 2100 TR Parckard, Abgara Company, Alemanha).

4.3.6. Determinacéo do conteudo lipidico do figado

A extracdo do conteudo lipidico foi realizada derdo com o método de Fol&ht
al. (1957)% Foi pesado 1g do tecido hepatico sendo grosseitanfracionado e adicionado
em solucdo de cloroférmio: metanol (2:1). O matdoahomogeneizado e completado o
volume para 10mL com a mesma solucdo.Todas as @mndstam deixadasvernightpara
a extracao dos lipidios, sendo posteriormenteafiis. Em seguida foi adicionado 1,6 mL
de salina a uma aliquota de 8mL do filtrado. Apéseparacdo da fase cloroférmica e
aqguosa, o material foi centrifugado por 5 minutd®®8G. Uma aliquota de 3 mL da fase
cloroférmica foi colocada em placa petri previamente lavada e pesada, sendo mantida em
capela para evaporagdo em temperatura ambientent@udo de lipidio foi obtido pela

diferenca entre a pesagem da placa apos a evap@acgesagem inicial.

4.3.7. Histologia Hepética

Amostras do figado foram coletadas e armazenadsokmdo de formaldeido a 4%.
SecOes embebidas em parafina foram coradas comtdelna e eosina. A avaliacao
histologica incluiu uma analise semi-quantitativa @resenca de gordura micro e
macrovesicular. Todas as sec¢fes foram codificadasléesadas cegamente pelo patologista
sem conhecimento de caracteristicas relacionada&x@arimento ou do tipo de dieta. O
grau de acumulo de gordura foi classificado em @s@ala de 0 a 4 como segue: 0 =
nenhuma evidéncia ou gordura microvesicular poigivel, 1+ = <25%; 2+ = 25% a 49%,

3+ =50% a 75% e 4+ = gordura presente em mai$%edo l6bulo.
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4.4. Determinac6es moleculares
4.4.1. Western blotting do extrato nuclear

4.4.1.1. Anticorpos, reagentes quimicos e materiais

Para eletroforese em gel de poliacrilamida comedibdsulfato de sédio (SDS-
PAGE) os reagentes e aparelhos foram adquirid@&@ad®ad (Richmond, CA). O Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenil-metilsulfonilfluote (PSMF), aprotinina e ditiotreitol
(DTT), Triton X-100, Tween 20, e glicerol foram @s da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo. USA). O kit de quimiluminescéncia (Supgignal West Pico, Pierce) e a
membrana de nitrocelulose (HybofCL, 0.45 pum) foram comprados da Amersham
(Aylesbury, UK). O agente anestésico pentobarkstadico foi adquirido do Hospital
Universitario Julio Muller (Cuiaba/MT, Brasil). Oanticorpos anti-SREBP-1c (sc-366,
rabbit polyclona) e PPAR (sc-7273,mouse monoclonplforam obtidos da Santa Cruz

Biotechnology (CA, USA).

4.4.1.2. Obtencéo do extrato nuclear e citoplasroati

O extrato nuclear hepatico foi obtido por homogesmgio em tampéo contendo:
Hepes 10mM, pH 7,9, KCI 10mM, MgCI2 1,5mM, dithieithol 1mM, ortovanadato de
sédio 1mM, phenymethylsulfony fluoride 1mM, aprata 1Qug/mL. Apds 10 minutos de
incubacdo no gelo, as amostras foram centrifug§e@80xg por 10 minutos a 4°C) e
lavadas com o mesmo tampédo e pmslets foram ressuspensos com um novo tampao
contendo: Hepes 20mM, pH 7,9, NaCl 10,42M, KCI 10nglicerol 20%, dithiotheithol
1mM, ortovanadato de sodio 1mM e aprotininaudlhL. As amostras foram incubadas
durante 30 minutos a°€ sob agitacdo constante, e novamente centrifegad&000xg por
30 minutos a 4°* As concentracdes de proteinas dos sobrenadamte=ndo os extratos
nucleares foram determinadas pelo método de Brhdffdfoi utilizado como referencial,

uma curva-padrao de albumina.
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Para oimunoblot dos fatores de transcricdo foram aplicadas, no @@uotas
contendo 2Qg de proteina por amostra de extrato nuclear repdi seguir, as proteinas
foram separadas por SDS-PAGE e transferidas pamanabrana de nitrocelulose, sendo
realizadas durante 2h a 120 V em gelo, banhadagamopéo de transferéncia. No mesmo
gel foi aplicada uma amostra padrao de proteinassega, marcador de peso molecular
conhecidos. As proteinas apareciam sob coloracéb raz gel de eletroforese e na
membrana de nitrocelulose, permitindo a orientag#mto ao peso molecular das bandas
observadasApos transferéncia, as membranas foram bloqueadila8 v a temperatura
ambiente com 5% de leite desnatado ou albuminaidds em solucdo basal durante trés
horas, a temperatura ambiente, para diminuir gdiganespecifica de proteinas. A seguir,
as membranas foram lavadas com solucéo basal srsesédes de dez minutos, e incubada
com anticorpos especificos (diluicdo 1/500) sobeggo constant®yvernighta 4°C. Foram
entdo lavadas novamente com solucédo basal emesé8es de dez minutos e incubadas a
seguir com anticorpo secundario amtibbit ou anti-mouse(peroxidase conjugadanti-
rabbit ou anti-mouse— diluicdo 1/5000) por duas horas a temperaturbiente. As
membranas foram entdo lavadas e os anticorpos fatatectados usando kit de
quimiluminescéncia. As membranas foram expostasfilaee de RX (Kodak XAR-
Rochester, NY) com intensificador (Peroxidase easnér) por aproximadamente 3
minutos. Os filmes foram revelados na forma conwerad.

A intensidade das bandas foi determinada atravéleitlma dasautoradiografias
reveladas por densiometria O6tica, utilizando uimsea (HP 3400) e o programa Scion
Image (Scion Corporation). Os dados numeéricos obticcorrespondentes as bandas

protéicas foram comparados estatisticamente cosuitiea seguir.
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4.5. Analises estatisticas

Os resultados séo apresentados em média e desi@ppaom o numero de animais
indicados entre parénteses.

Ao comparar os grupos CC, CS, RC e RS, utilizowsanalise de variancia
(ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e diet@s mesmos dados foram analisados
pela analise de variancia (ANOVA) a um fator, compdo os grupos RC, RS e HP para
verificar se as dietas utilizadas foram capazegrenover a recuperacdo nutricional.
Quando necessario essas analises foram complerasmadteste de comparacdo multipla
de médias (LSD).

Todas essas andlises foram precedidas do teste adéetB para verificar a
homogeneidade das variancias. Os resultados conang@s heterogéneas e sem
distribuicdo normal foram inicialmente transformad@ogaritmica — Log ou Ln da
variavel) para correcdo da heterogeneidade ou atiolade

O teste de independéncia Qui-Quadrado foi usada parificar se o grau de
acumulo de gordura, determinado pela andlise b, foi afetado pelo tratamento. Para
a analise, os dados foram agrupados em trés clésésa 2 e 3 a 4), sendo 0 para sem
acumulo de gordura, 1 a 2 para acimulo leve a raddes 3 a 4 para acumulo de gordura
moderado a grave.

Em todos os casos estabeleceu-se um nivel deicégtia para a rejeicdo da
hipotese de nulidade de 5%.

Para analise dos resultados utilizou-se o progré8tatistica for Windows”,

(StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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V - RESULTADOS

No inicio da fase de recuperacédo, os animais prentss de maes que receberam
durante a prenhez e a lactacdo dieta hipoprotéiegpgs RC, RS e HP) tiveram pesos
corporais similares e 66,5% menores do que o0s @im@venientes de maes que
receberam dieta controle (grupos CC e CS) durambesmo periodo. No final do periodo
experimental, o peso corporal foi significativaneemntfluenciado pelo estado nutricional
prévio (R 457~149,91; P<0,001) e pela dieta usada durante a recuperacig=(%,41;
P<0,01), mas ndo houve interacdo entre esse dmse$atAssim, no final do periodo
experimental o peso corporal dos animais recupsr@gtapos RC e RS), foi 25% menor em
relacdo aos animais controles (grupos CC e CS)an@sais mantidos com dieta a base de
soja (CS e RS) tiveram pesos corporais 18% mempes mantidos com caseina (CC e
RC). Embora os ratos RS tenham apresentado pgsorabfinal maior do que os ratos HP
(P<0,001), seus pesos foram significativamente mandoeque os dos ratos RE<Q,001)
(Tabela 4).

As concentracbes séricas de proteinas totais, sglio® glucagon nao foram
influenciadas pelo estado nutricional pregressm pela dieta e ndo houve interacdo entre
esses dois fatores, portanto, ndo diferiu entrgrogos CC, CS, RC e RS. Entretanto, ao
avaliarmos a recuperacdo nutricional, os animaiseRBC apresentaram concentracdes
séricas de proteinas totais similares entre spmifgiativamente maiores do que no grupo
HP (P<0,05). As concentracdes séricas de glicose dutagpn ndo diferiram entre esses
trés grupos (RS, RC e HP) (Tabela 4).

A concentracdo seérica de triglicerideos foi infleiada pelo estado nutricional
pregresso (Fx= 5,41;P<0,05 ), pela dieta usada apés o desmame{F6,09; P<0,05),
bem como pela interacdo entre esses dois fatoies=(b,41;P<0,05). Assim, 0S grupos

RS, CS e CC apresentaram concentracao séricalieetideos similar entre si e menor que
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o grupo RC. Os triglicerideos séricos dos animdsnBlo diferiram daqueles exibidos pelos
grupos RC e RS (Tabela 4).

A concentracdo sérica de insulina foi afetada pedtado nutricional pregresso
(F126= 4,95; P<0,05) e pela dieta usada apds o desmames<F6,19; P<0,02). Ratos
recuperados (grupos RS e RC) tiveram insulinemiaomeéo que os controles (grupos CC e
CS), enquanto aqueles mantidos com dieta a basejalégrupos CS e RS), apresentaram
insulinemia maior que os ratos alimentados conadidiase de caseina (CC e RC). Quando
a recuperacdo nutricional foi avaliada, observoupse os animais RS mostraram maior
concentracdo sérica de insulina que os animais RE @ abela 4).

A razao insulina/glucagon néo foi influenciada pekiado nutricional pregresso,
nem pela dieta usada apés o desmame, bem comoinpedacdo entre estes fatores.
Entretanto ANOVA a um fator mostrou que o grupodpgesentou razao insulina/glucagon
significativamente maior que os grupos RC e HP ¢lab).

O indice HOMA-IR foi modificado pela dieta (k= 34,16; P<0,001), isto €,
animais que consumiram dieta a base de soja (gr@®< RS) tiveram este indice
significativamente maior que os animais que consumicaseina (grupos CC e RC). Ratos

RS exibiram indice HOMA-IR maior que os ratos RBRe(Tabela 4).
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Tabela 4 —Parametros metabdlicos e bioquimicos de ratos aguftantidos com dieta a
base de caseina (CC e RC), farinha integral de(&8$ae RS) e dieta hipoprotéica (HP)
apos o desmame

Grupos

Variaveis CcC CS RC RS HP
Peso corporal inicial (g) 78%13 71+11 2416 23%3 28+3
(10) (10) (12) (12) (13)

Peso corporal final (g) 434+#53  364+20  333+23 263+13 154+34
(10) (11) (12) (12) (13)
Proteinas totais (g/L) 56+2  55+3 58+3 56+2 50+3
(6) (7) (11) (7) (6)

Triglicerideos (mmol/L) 0,6+0,3 0,6+0,f 1,2+0,8%  0,6+0,F®  1,0+0,4"
(5) (5) (7) (7) (6)

Glicose (mmol/L) 5,3+0,9 5,2#0,8 5,605 5,5+0,5 6,10,3
(6) (6) (9) 9) (5)

Insulina (pmol/L) 266+107 305+123  157+59 275459 132+37
(6) (6) 9) 9) (5)

Glucagon (pmol/L) 17687 175+123 140462 138+44 132469
(6) (6) 9) (7) (5)

Razdo insulina/glucagon 2,0+1,3 2,8+2,7  1,3+0,8 2,3+0,8 1,2+0,7
(6) (6) 9) (7) (5)

HOMA-IR 2,8+1,5 9,6+#3,7 55419 9,5+2,8 5,0+1,3
(6) (6) 9) (9) (5)

Valores em médias + desvio padrdo do numero de eattre parénteses. Médias com letras
maiusculas diferentes sdo estatisticamente signits segundo ANOVA a dois fatores,

seguido do Teste LSD. Médias com letras minuscdiferentes sdo estatisticamente

significantes segundo ANOVA a um fator, seguidordste LSD.

A dieta utilizada afetou significativamente o camte de gordura hepatica
(F12~23,58;P<0,001), sendo que os ratos alimentados com dibtsa de farinha de soja
(grupos CS e RS) exibiram menor contetdo de gottuepatica do que os ratos alimentados
com dieta a base de caseina. Ao avaliar a recuizedg estado nutricional o grupo RS
apresentou o contetudo de gordura hepatica sigiviraente menor que os grupos RC e

HP (Figura 1).
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Figura 1. Conteudo de gordura hepéatida ratos adultos mantidos com dieta a base de
caseina (CC e RCQC), farinha integral de soja (CSSg dkdieta hipoprotéica (HP) apds o
desmame. Valores em médias * desvio-padrao deos.ritédias com letras minusculas
diferentes sdo estatisticamente significantes skgdiNOVA a um fator, seguido do Teste
LSD.

A histologia hepatica confirmou os achados da detercdo do contetdo de gordura
hepatica, onde ratos alimentados com dieta a k&asaridha integral de soja ndo exibiram
acumulo anormal de gordura no figado, visto que/ddas laminas de figados dos grupos
RS e CS foram graduadas na classe 0. O grupo RGempou 40% de suas laminas com
alteracbes no conteudo de gordura hepatica ficarde as classes 1-2 e 60% sem
alteracéo, enquanto o grupo CC apresentou 80%udeespecimes de figado nas classes 1-2
e 20% na classe 3-4. No grupo HP 60% de seus esgecie figado foram graduadas nas
classes 1-2 e 40% nas classes 3 e 4. Portantojmais CC e HP exibiram maior acimulo

de gordura hepatica (Figura 2).
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Figura 2. Analise histolégica (corada com hematoxilinaosiea) do conteudo lipidico em
amostras de figados de ratos adultos mantidos éeta & base de caseina [CC (A) e RC
(C)], farinha integral de soja [CS (B) e RS (D)]deta hipoprotéica [HP (E)] apés o
desmame.
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A dieta utilizada apos o desmame afetou signifreatiente a taxa de sintese de
acidos graxosn vivo (F11417,43;P<0,001), sendo que os ratos alimentados com dieta a
base de farinha de soja (grupos CS e RS) exibiramomvelocidade de sintese de acido
graxo. Ao avaliar a recuperacdo do estado nutationgrupo RS apresentou a taxa de

sintese de acidos graxiosvivo menor que o grupo HP e similar ao grupo RC (Fira
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Figura 3. Sintese de &cidos graxiosvivo de ratos adultos mantidos com dieta & base de
caseina (CC e RC), farinha integral de soja (CSSg dkdieta hipoprotéica (HP) apos o
desmame. Valores em médias + desvio-padrao deratas Médias com letras minusculas
diferentes sdo estatisticamente significantes skgdMNOVA a um fator, seguido do Teste
LSD.

A atividade da enzima malica foi significativameni&luenciada pela dieta
(F12574,84; P<0,05), mas nao foi afetada pelo estado nutriciggnabresso e nem pela
interacdo entre esses dois fatores. Os grupos RS apresentaram atividade da enzima
malica significativamente reduzida quando compaas grupos CC e RC. Nos animais
RS a atividade dessa enzima foi significativamenenor que a dos animais RC e HP
(Figura 4A).

A atividade da enzima ATP-citrato liase foi sigcéiivamente influenciada apenas
pela dieta (F2=8,73; P<0,01). Os animais que consumiram dieta a baseadeh&
micronizada de soja (CS e RS) tiveram atividadeA@R-citrato liase significativamente

menor que 0s animais alimentados com caseina (QRC) O grupo RS apresentou
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atividade da ATP-citrato liase significativamentenar que dos grupos RC e HP (Figura

4B).
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Figura 4. Atividade da enzima malica (A) e ATP-citrato 8a®8) de ratos adultos mantidos
com dieta a base de caseina (CC e RC), farinhgrattele soja (CS e RS) e dieta
hipoprotéica (HP) apds o desmame. Valores em médidasvio-padrdo de 5 a 6 ratos.
Médias com letras minasculas diferentes sdo d#tatisente significantes segundo
ANOVA a um fator, seguido do Teste LSD.

Quando avaliados os fatores de transcricdo SREB@=btra 5A) no final do
periodo experimental, observou-se que a expresg@eéiqga ndo foi significativamente
influenciada pelo estado nutricional pregressoa pita utilizada apdés o desmame, como
também pela interacéo entre esses dois fatore®t&mib, foi verificado que os grupos RS e

RC apresentaram expressao protéica do SREBP-1lifictimamente maior que 0 grupo

HP (Figura 5A).
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A expressao protéica do PPPARI afetada significativamente apenas pelo tipo de
dieta utilizada ap6s o desmame {E5,06; P<0,05). Os animais dos grupos CS e RS
tiveram expressdo do PPRignificativamente menor do que os dos CC e R@hhima

diferenca foi encontrada entre os grupos RS, R@ ¢Hiyura 5B).
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Figura 5. Expresséo protéica do fator de transcricdo SREBIA) e PPARy (B) hepético

de ratos adultos mantidos com dieta a base deneaeC e RC), farinha integral de soja
(CS e RS) e dieta hipoprotéica (HP) apds o desmdaileres em médias + desvio-padrao
de 4 ratos. Médias com letras minUsculas difereses estatisticamente significantes

segundo ANOVA a um fator, seguido do Teste LSD.
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Na Tabela 5 s&o apresentadas as concentracOeasséas aminotransferases
hepatica, alanina amitransferase (ALT), aspaatanotransferase (AST), gama-glutamil
transferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP). Asceotracdes séricas de AST nédo foram
significativamente influenciadas pelo estado nigtnial pregresso, pela dieta utilizada apos
o desmame ou pela interacdo entre esses fatonewtdnto, as concentracbes de ALT
foram afetadas tanto pela estado nutricional prévie=8,82; P<0,01) como pela dieta
(F1,26=5,5; P<0,05), mas n&o ocorreu interacdo entre essedatores. Assim, 0s animais
recuperados (grupos RS e RC) apresentaram nivasséesta enzima significativamente
maiores que seus controles (grupos CS e CC) eimsigralimentados com dieta a base de
farinha de soja tiveram concentracdo de ALT maig gs animais alimentados com dieta a
base de caseina. Nenhuma diferenca foi observadgrapos RS, RC e HP.

A enzima hepética GGT nao foi influenciada pel@a@stnutricional prévio ou pela
dieta utilizada apds o desmame, mas foi afetadaipiracdo entre esses fatores{&4,7;
P<0,05). O grupo RS exibiu concentracdo de GGT Bagtivamente maior que o grupo CS
e similar aos grupos CC, RC. Ratos RS apresentacamcentracdo de GGT
significativamente maior que o grupo HP e similagaupo RC (Tabela 5).

A fosfatase alcalina foi afetada apenas pelo estadiacional prévio (F2=18,7;
P<0,01). Os animais recuperados (grupos RC e R§@Jativ concentracdo sérica desta
enzima significativamente maiores que os seus aestr(CC e CS). Ambos 0s grupos
recuperados (RS e RC) exibiram concentracbes sédeafosfatase alcalina similar e

significativamente menores que o grupo HP (Tabgla 5
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Tabela 5 — Analise do dano hepatico através da dosagem denaszinepaticas como
alanina amitransferase (ALT), aspartato aminotexast (AST), gama-glutamil transferase
(GGT) e fosfatase alcalina (ALP) de ratos adultesitidos com dieta a base de caseina (CC
e RC), farinha integral de soja (CS e RS) e digtagnotéica (HP) ap6s o desmame.

Grupos
Variaveis CcC CSs RC RS HP
ALT (U/L) 28+6 43+8 45+13 51+12 54+6
(5) (5) (7) (7) (6)
AST (U/L) 104+25 163455 177464  177+54 208+39
(5) (5) (7) (7) (6)
GGT (U/L) 0+2'® 6+4° g+3'Bar 10+2% 6+3°
(5) (5) (7) (7) (6)
ALP (U/L) 144421  141+16  178+33  199+27 492466
(5) (5) (7) (7) (6)

Valores em médias * desvio-padrdo do numero ds Etoparénteses. Médias com letras
maiulsculas diferentes sdo estatisticamente signiftis segundo ANOVA a dois fatores,
seguido do Teste LSD. Médias com letras minuscdiéerentes sdo estatisticamente
significantes segundo ANOVA a um fator, seguidordste LSD.
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VI - DISCUSSAO
A hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina tédo sapontadas como fatores

patogénicos na doenca hepatica gordurosa nédo iao® doenca € principalmente
associada & obesidade, diabetes e hiperdislipigéitfi@mbora alguns pacientes sejam
eutréficos, com glicemia de jejum e tolerancia iaagle normais e ndo mostram nenhuma
evidéncia de aumento das concentracdes séricasidied %

Neste estudo, os animais alimentados com dietae& d@ soja tiveram baixo peso
corporal, glicemia e trigliceridemia normais. O i&fefavoravel da soja sobre as
concentracdes séricas de triglicerideos é ndtdfis>®e a composicdo de aminoéacidos de
sua proteina associada as isoflavonas parecemesstalividos no mecanismo redutor das
concentragdes séricas de lipiditg1%*

Tanto a proteina como as isoflavonas da soja, edpente a genisteina, intervém
sobre o pancreas enddcrino, modulando a secrecédosdkna e de glucagon. Esses
horménios produzem efeitos opostos sobre a viaindéika e catabodlica no figado, e
contribuem para a manutencdo da homeostase dzse@lie dos lipidios. Estudos tém
mostrado que a proteina da soja, quando consumideupto periodo de tempo, reduz as
concentracdes séricas de insulina, mas ndo afetanasntracdes de glucagon. Entretanto,
quando consumida por longo periodo de tempo, a@mastconcentracdes séricas de
glucagon. Em ambas as situacdes, observam-se Wazé&p insulina/glucagoff:*®:
Contrariando esta observacéo, este estudo verifjoeuw consumo de dieta a base de soja
por longo periodo de tempo aumentou as concensagieas de insulina e ndo alterou as
concentracdes de glucagon ou a razao insulinafgiuncaAs altas concentracdes de insulina
sérica observadas neste estudo, poderiam seuidatao efeito da genisteina que aumenta

a secrecao de insulina por sua habilidade de iaipitoteinas tirosina quinase e ativar a via

AMPc-PKA em ilhotas pancreaticis™®
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E interessante ressaltar, que os animais alimentadm dieta & base de soja
mostraram baixo conteudo de gordura hepatica @a@lipor ensaios gravimétricos e
histoldgicos) apesar da moderada hiperinsulinedaaesisténcia a insulina apontada pelo
método HOMA e refor¢cada pelas altas concentragéigsas de ALT, uma enzima hepéatica
cujo aumento reflete resisténcia hepatica a inawifigado gorduros§?

Para explorar os possiveis mecanismos envolvidodimenuicdo do contetudo de
gordura hepatica exibida pelos animais alimentados dieta a base de soja, investigaram-
se 0s niveis de expressdao do SREBP-1c e RPAas expressdes aumentadas estdo
positivamente relacionadas a resisténcia a insuwdiressociadas ao desenvolvimento do
figado gorduroso classicd?®47*91941%Contrario a estudos que mostram a proteina da
sojd” e a genisteit&® produzindo repressdo do SREBP-1c e a resisténdissudina
induzindo o aumento da expressdo do SREBP>Ineste estudo nem dieta & base de soja,
nem a resisténcia a insulina alteraram sua exmressa

Uma explicagdo adequada para o paradoxo resist@ndizsulina e expressao
inalterada de SREBP-1c e resisténcia a insulinapeessdo do PPARdiminuida, é a
hiperinsulinemia moderada e a euglicemia, veritisados animais alimentados com dieta a
base de soja. E importante mencionar que a expreéss&REBP-1c diminuida, promovida
pela proteina da soja, tem sido atribuida a dirdmuézao insulina/glucagdhgue neste
estudo so foi observada em ratos RC e HP quandparanios com ratos RS. Os grupos RC
e HP exibiram baixas concentracfes séricas deinasuhas resisténcia a insulina, razéo
insulina/glucagon e concentracéo sérica de glisowséar. Surpreendentemente, apenas 0s
ratos HP apresentaram expressao protéica do SREBEIUzida, porém os ratos RC e HP
exibiram acumulo de gordura hepatica equivalente.

Embora a dieta a base de soja ndo tenha produftiei@cdio na expressdo do

SREBP-1c, foi capaz de reduzir a expressao prot@idaP AR, que tem como um dos seus
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alvos o gene da enzima malica, cujo produto estéleido na lipogénest’ A diminuicdo

da expressao protéica da enzima malica foi vedéioam animais alimentados com dieta a
base proteina da sdfa. Curiosamente, estudos tém mostrado a atenuacdo do
desenvolvimento da esteatose hepatica em ratosgéaicos lipodisproficos que néo
expressam PPAR no figado, independente da presenca de hipemesola ou
hiperglicemia’®1%

O armazenamento de gordura no figado € também admupelas atividades
integradas de enzimas celulares que catalisamtagéay sintese, oxidacdo e exportacao de
lipidios. A insulina é fundamental para biossint@sédriglicerideos no figado por modular a
atividade de enzimas envolvidas na sintese de sigidixos. Neste estudo, a atividade das
enzimas ATP-citrato liase e mélica acompanharaiméndicdo da sintese de &cido graxo
de novoem ratos alimentados com dieta & base de sojanéiset al. (2004)° verificaram
o efeito redutor da proteina da soja sobre a atildda enzima malica no figado de ratos.
Entretanto, diferente do que foi observado no mtesestudo, aqueles animais mostraram
baixa concentracdo sérica de insulina e da razéolina/glucagon. Ao contrario do
observado em animais alimentados com dieta a lmasejd, em ratos mantidos com dieta
hipoprotéica, as atividades das enzimas maélica €-éiffato liase foram aumentadas,
resultando em aumento da sintese de acido glaxwovo apesar da baixa concentracao
sérica de insulina. Ha dois possiveis fatores qaefam estar contribuindo para o aumento
da atividade destas enzimas: a aumentada sedadwslia insulina e o alto teor de
carboidrato da dieta oferecida aos animais HP. Aligievidéncias sugerem que a atividade
da enzima malica e ATP-citrato liase é estimulada gietas com altos teores de
carboidratos e pela insulif®*** Curiosamente, apesar dos animais alimentadosittm
a base de soja ndo terem apresentado acumulo dergomnos hepatdcitos, exibiram
elevadas concentracdes séricas de ALT, um indicda@adde hepatocelufdf. McClain

et al. (2006} relataram que suplementacdo crénica de genis(80Gmg/kg/dia) afeta
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adversamente a estrutura e a funcao hepatica.ddemqte estudo a quantidade de genisteina
contida na dieta forneceu certamente menos que gROfdia. Contudo, ndo se pode
rejeitar a hipotese de que o uso cronico de baigass de genisteina tenha provocstdess
oxidativo, devido ao aumento @goxidacdo de acidos graxos. Este argumento encontra
reforco em varios estudds vitro mostrando que a genisteina aumenta 0s niveis e a
atividade do PPAR2*®° No figado, o PPAR tem um papel fundamental no catabolismo
de acidos graxos, por aumentar a regulacdo da sswede varios genes envolvidos na
oxidacdo mitocondrial e peroxissomal de acidos @gaX Como conseqiiéncia, a ativacéo
do PPARx pode prevenir e diminuir o armazenamento de gortiepgtic&’ Contudo, a
oxidacdo de acidos graxos € uma importante fontesgécies reativas de oxigénio (ROS)
no figado gordurost®**” Algumas conseqiiéncias do aumento dos ROS incleptegfio
de ATP e da dinucleotideo nicotinamida, danos noADBlteracfes na estabilidade da
proteina, a destruicdo da membrana via peroxidifgi@lica, e a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias™*®

Finalmente, os resultados do presente estudo marstrgue a dieta a base de soja
produziu resisténcia a insulina, que foi acompaaham reduzido acimulo de gordura no
figado, devido, pelo menos em parte a reduzidaesggp protéica do PPAR diminuida
atividade das enzimas lipogénicas malica e ATRdaitiase.Contudo, a dieta a base de soja
nao exerceu efeito protetor da funcdo hepaticdewmmos em consideracdo a elevada

concentracdo sérica da aminotransferase ALT.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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