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RESUMO 
 
O presente estudo avaliou o efeito da recuperação nutricional com dieta à base de soja 
sobre a expressão de genes e de proteínas envolvidas no metabolismo de lipídios no fígado. 
Proles de mães alimentadas com 17% ou 6% de caseína durante prenhez e lactação foram 
mantidas com dieta com 17% de caseína (grupos CC e RC) ou de farinha integral de soja 
(grupos CS e RS) ou com 6% de caseína (grupo HP) do desmame até os 90 dias de idade. 
A dieta à base de soja aumentou a concentração sérica de insulina, mas diminuiu o peso 
corporal e do fígado, os teores de glicogênio e de lipídios hepáticos. A expressão do RNA 
mensageiro do PPARα no fígado foi maior nos grupos RS e CS em relação aos grupos RC 
e CC, mas o conteúdo protéico desse fator de transcrição não diferiu entre os grupos. A 
expressão do RNA mensageiro da ACCα e ACCβ no fígado foi menor nos grupos RS e CS 
quando comparados com os grupos RC e CC. O conteúdo protéico da ACC foi menor no 
grupo CS  em relação aos grupos CC, RC  e RS. A  expressão protéica  da 
[Ser79]
ACC 
fosforilada foi similar nos ratos CS, RC e RS  e menor do que no grupo CC. No grupo CS 
essa redução foi proporcional à diminuição do teor protéico total da ACC. As expressões 
gênica e protéica da SREBP-1c, AMPK e 
[Thr172]
AMPK fosforilada não foram modificadas 
pela  dieta  de  soja.  Assim,  a  dieta  à  base  de  soja  reduziu  as  concentrações  de  lipídios 
hepáticos por diminuir as expressões gênica e protéica da ACC e não por alterar o estado 
de fosforilação dessa enzima. Isso possivelmente resultou na diminuição da lipogênese e 
no aumento da β-oxidação. 
 
Palavras chaves: soja, recuperação nutricional e gene da acetil-CoA carboxilase.
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ABSTRACT 
 
The present study evaluated the effect of nutritional recovery with soybean diet on the gene 
and protein expressions and protein phosphorylation of several enzymes and transcription 
factors involved  in  the  hepatic  lipid metabolism. 
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 and with 6% casein (LL group) diet until 90 days of 
life. 
Soybean diet enhanced serum insulin level but decreased body and liver weights, the 
hepatic lipid and glycogen concentrations. Liver PPARα mRNA abundance was higher in 
LS and CS groups than in the LC and CC groups, but the protein content was similar in all 
groups. Hepatic ACCα and ACCβ mRNA expression was markedly lower in LS and CS 
rats than in the LC and CC rats. ACC protein expression was lower in CS group than in the 
CC,  LC  and  LS  groups.  Phospho  [Ser
79
]-ACC  content  was  similar  in  CS,  LC  and  LS 
groups and lower than CC group. In the CS rats this reduction paralleled with the decrease 
in  the  total  ACC  protein.  mRNA  and  protein  expression  of  SREBP-1c,  AMPK  and 
phospho [Thr
172
]AMPK was not modified by soybean diet. 
Thus, the soybean diet reduced the liver lipid concentration through down-regulation ACC 
gene and protein expressions rather than by phosphorylation status, that possibly resulted 
in the decreased of lipogenesis and increased β-oxidation. 
 
 
Key words: soybean, nutritional recovery, acetyl-CoA carboxylase gene. 
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I - INTRODUÇÃO 
 
A doença  hepática  gordurosa não  alcoólica  (DHGNA)  é  um  termo  que  abrange 
várias alterações, envolvendo desde um simples acúmulo de triglicerídios nos hepatócitos 
(esteatose hepática) a uma esteatose hepática com inflamação (esteatohepatite), fibrose e 
cirrose (1). 
 A  função  metabólica  principal  do  fígado  é  manter  a  homeostase  glicêmica 
independente  do  estado  nutricional  do  animal  (2).    O  fígado  também  exerce  uma 
importante função no metabolismo lipídico, por captar e sintetizar ácidos graxos, estocar e 
liberar lipídios e lipoproteínas (3). 
O acúmulo de lipídios no fígado é determinado pelo balanço entre a lipogênese e a 
lipólise.  A  lipogênese  hepática  é  regulada  por  nutrientes  (glicose,  ácidos  graxos)  e 
hormônios, cujos efeitos pró ou anti-lipogênicos são mediados por fatores de transcrição 
que alteram a expressão de genes lipogênicos (4). 
A insulina é provavelmente o principal fator hormonal que influencia a síntese de 
novo de ácidos graxos por estimular a expressão de genes lipogênicos, sendo que um dos 
fatores de transcrição que medeiam este efeito é o SREBP-1c (Proteína ligadora dos 
elementos regulados por esteróis 1c) (5). 
O SREBP-1c é uma das três isoformas de SREBP, pertence à família de fatores de 
transcrição hélice-alça-hélice básico (bHLH) e contém uma região que forma um zipper de 
leucina (6). A isoforma SREBP-1c aumenta preferencialmente a transcrição de genes 
requeridos para a síntese de ácidos graxos, incluindo aqueles que codificam a acetil-CoA 
carboxilase  (ACC)  (7,8).  O aumento  da  expressão  do  SREBP-1c  no  fígado de  ratos 
transgênicos leva ao desenvolvimento de fígado gorduroso clássico devido à elevação da 
taxa de lipogênese (9). 
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Há duas isoformas de ACC em humanos e roedores. A ACCα (também chamada de 
ACC1, 265 kDa), é principalmente expressa no fígado e no tecido adiposo, enquanto a 
ACCβ (também chamada ACC2,  275 kDa) é  encontrada no músculo esquelético,   no 
coração e em menor proporção no fígado (10). A primeira enzima é predominantemente 
localizada no citosol e catalisa a carboxilação da acetil-CoA para formar malonil-CoA, um 
substrato essencial da ácido graxo sintetase para formar ácido palmítico. A longo prazo a 
ACCα  é  controlada  nos  níveis  transcricional  e  translacional  e  a  curto  prazo  por 
fosforilação/desfosforilação e  por transformação  alostérica  por  citrato ou palmitoil-CoA 
(11-17). A segunda está localizada na membrana externa da mitocôndria, regula os níveis 
de malonil-CoA mitocondrial, a atividade de CPT-1 (Carnitine palmitoiltransferase 1) e a 
oxidação  de  ácido  graxo.  A  supressão  da  ACCβ  aumenta  a  atividade  da  CPT-1  e 
conseqüentemente a oxidação de ácidos graxos (18). A atividade da ACCβ é regulada no 
nível transcricional pela interação direta do SREBP-1c com o fator nuclear Promotor II 
(19,20),  causando  o  aumento  de  malonil-CoA,  que  inibe  a  CPT-1  e  conseqüentemente 
diminui a oxidação dos ácidos graxos (21). 
Por outro lado, a síntese de ácidos graxos pode ser inibida pela AMPK (proteína 
quinase ativada  por AMP), uma  proteína  que serve  como sensor  dos níveis de  energia 
celular  (22).  A  ativação  da  AMPK  reduz  a  lipogênese  através  de  três  mecanismos 
independentes:  1)  a  AMPK  ativada  fosforila  e  inibe  a  atividade  da  ACC,  que  reduz  a 
formação de malonil-CoA; 2) a AMPK ativada fosforila o fator de trasncrição ChREBP 
(proteína  ligadora de  elementos responsivos a carboidratos) inibindo  a  sua entrada  no 
núcleo  e  conseqüentemente  suprimindo  a  expressão  de  genes  lipogênicos;  3)  a  AMPK 
ativada reduz a expressão da SREBP-1c (Proteínas ligadora dos elementos regulados por 
esteróis 1c) por mecanismos desconhecidos. O resultado cumulativo da ativação da AMPK 
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é a redução da síntese de ácidos graxos, diminuição da concentração de malonil-CoA e 
aumento da atividade da CPT1, resultando no aumento da oxidação dos ácidos graxos (2). 
O metabolismo oxidativo dos ácidos  graxos  é também  mediado pelo  fator  de 
transcrição PPARα (receptor ativado por proliferadores do peroxissoma alfa), que aumenta 
a transcrição do gene da CPT1 e de diversas enzimas da beta oxidação (23-25). 
 O acúmulo excessivo de triglicerídios  nos hepatócitos está associado a várias 
drogas, fatores nutricionais e múltiplos defeitos genéticos do metabolismo energético. No 
entanto, a desordem metabólica mais comumente correlacionada com a doença hepática 
gordurosa não alcoólica é a resistência à insulina e essa associação ocorre em indivíduos 
obesos e magros (26,27). 
A restrição protéica em fases críticas do desenvolvimento (vida intra-uterina e 
lactação)  tem  sido  associada  a  doenças  metabólicas  na  vida  adulta,  como  resistência  à 
insulina, diabetes tipo 2 e dislipidemias (28,29). O fígado de ratos submetidos à restrição 
protéica em fases críticas do desenvolvimento apresenta redução de 80% na expressão dos 
receptores  de  glucagon  e  aumento  da  expressão  dos  receptores  de  insulina  (30).  Ratos 
submetidos  à  restrição  protéica  na  vida  intra-uterina  e  na  lactação  apresentam  aos  três 
meses  de  vida  respostas alteradas  ao  glucagon e  a  insulina. O  glucagon  é  incapaz de 
aumentar  a produção  de  glicose  hepática, indicando um  estado de  resistência a  esse 
hormônio. A insulina causa um aumento inicial da produção de glicose hepática ao invés 
da esperada redução (31). 
A  atividade  da  glicoquinase  hepática  está  diminuída  e  a  da  fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase  (PEPCK)  está aumentada,  indicando  o aumento  da  síntese  ao  invés  de 
utilização da glicose (32). Essas alterações são acompanhadas por mudanças paralelas nos 
níveis  do  RNA  mensageiro  dessas  enzimas,  indicando  que  os  efeitos  da  desnutrição 
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também se estendem à regulação da expressão dos genes dessas proteínas (33). Todas essas 
alterações caracterizam um estado de resistência hepática à insulina. 
Quando  a  restrição  protéica  foi  imposta  apenas  na  vida  intra-uterina  ocorreu 
aumento da expressão gênica e protéica do SREBP-1c e da enzima ácido graxo sintase que 
se correlacionou positivamente com a deposição de triglicerídeos e colesterol hepáticos. 
Notavelmente, esses animais não apresentaram obesidade nem aumento das concentrações 
séricas de  lipídios  (34). Por  outro  lado, estudos  com o  mesmo  modelo experimental 
mostrou que aos 34 dias de vida houve aumento da expressão gênica do PPARα no tecido 
hepático (35), mas aos 80 dias de vida não foi observada essa alteração (36). 
Um número crescente de evidências tem sugerido que a proteína da soja e suas 
isoflavonas têm efeito benéfico na prevenção  e  no tratamento da resistência à insulina, 
diabetes tipo 2, dislipidemias e no acúmulo de triglicerídios no fígado.  
A ação redutora da  proteína da  soja sobre os triglicerídios hepáticos tem sido 
associada à inibição da lipogênese. A utilização dessa fonte protéica provoca redução da 
expressão do RNA mensageiro da SREBP-1c e da expressão gênica e protéica das enzimas 
envolvidas na síntese de ácidos graxos (ATP-citrato liase, ACC, ácido graxo sintetase e 
enzima málica) (37-40). O efeito supressor sobre a lipogênese também se deve à redução 
da  atividade  de  enzimas  chaves  dessa  via,  particularmente  da  glicose-6-fosfato 
desidrogenase, enzima málica, ácido graxo sintetase e ACC (41). 
Um outro mecanismo pelo qual a proteína da soja previne o  acúmulo  de ácidos 
graxos e triglicerídeos no fígado é pelo aumento do metabolismo oxidativo, uma vez que a 
mesma  ativa a expressão gênica do PPARα , da CPT-1 e de diversas enzimas da beta 
oxidação (37). 
Parcialmente os efeitos da soja na prevenção e tratamento da esteatose hepática têm 
sido atribuído  as isoflavonas, que  diminuem a  deposição de gordura  em modelos de 
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obesidade. A genisteína (a principal isoflavona da soja) parece reduzir as concentrações de 
lipídios hepáticos por aumentar a β oxidação de ácidos graxos, possivelmente determinado 
pela superexpressão do gene e ativação do PPAR-α (26,42), aumento da transcrição gênica 
do  PGC-1  (um  co-ativador  do  PPAR)  e  da  MCAD  (acil-CoA  desidrogenase de  cadeia 
média) (43). 
Por seu elevado valor nutritivo, baixo custo e pelo seu efeito sobre o metabolismo 
lipídico no fígado, a utilização da soja no modelo animal de restrição protéica em fases 
iniciais  da  vida,  poderia  ser  benéfico  na  prevenção  e  no  tratamento  de  alterações 
metabólicas como diabetes e resistência hepática à insulina na vida adulta.
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II – OBJETIVOS 
   
2.1. Geral 
Avaliar as repercussões da recuperação nutricional com dieta à base de soja sobre a 
expressão de genes e de proteínas envolvidos na síntese e oxidação de ácidos graxos. 
 
2.2. Específicos 
 
  Mensurar as concentrações séricas de glicose, ácidos graxos e insulina  em ratos 
adultos após a recuperação nutricional com dieta à base de soja. 
  Verificar  o  consumo  alimentar  e  o  peso  corporal  de  ratos  adultos  após  a 
recuperação nutricional com dieta à base de soja. 
  Mensurar peso do fígado e o conteúdo de gordura hepática em ratos adultos após 
recuperação nutricional com dieta à base de soja. 
  Determinar a expressão dos genes do SREBP-1c, PPARα, AMPK, ACCα e ACCβ. 
  Quantificar  a  expressão  das  proteínas  SREBP-1c,  PPARα, AMPK,  AMPK 
fosforilada, ACC e ACC fosforilada. 
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III - MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Animais e dietas 
  Os procedimentos experimentais envolvendo ratos foram realizados de acordo com 
o  guia  do  Colégio  Brasileiro  de  Experimentação  Animal  (44).  Ratos  Wistar  (Rattus 
norvegicus, variedade  Albinos,  ordem Rodentia  Mammalia, família  Muridae) machos  e 
fêmeas virgens (85-90 dias de vida) foram obtidos do Biotério Central da Universidade. O 
acasalamento foi realizado alojando machos e fêmeas (1 macho e 4 fêmeas) por uma noite, 
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  separadas  aleatoriamente  e  mantidas  do 
primeiro dia  de  prenhez  até o  final  da lactação com  dietas  isocalórica  contendo
 
6% 
(hipoprotéica ou dieta HP) ou 17% (controle ou dieta C) de proteina. Após o nascimento, 
aos três  dias de  vida, as ninhadas foram reduzidas a  8 filhotes, com a finalidade de 
padronizar as condições experimentais. Após o desmame (4ª semana) os machos foram 
divididos em cinco grupos: 
➢ 
Grupo Controle-caseína (CC): consistindo da prole nascida e amamentada por mães 
alimentadas com dieta C e mantidas com a mesma dieta após o desmame; 
➢ 
Grupo Controle-soja (CS): consistindo da prole nascida e amamentada por mães 
alimentadas com dieta C e subseqüentemente mantidas com dieta a base de farinha 
de soja com 17% de proteina após o desmame; 
➢ 
Grupo Hipoprotéico (HP): consistindo da prole nascida e amamentada por mães 
alimentadas com dieta HP e subseqüentemente mantidas com a mesma dieta após o 
desmame; 
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➢ 
Grupo Recuperado com Caseína (RC): consistindo da prole nascida e amamentada 
por mães alimentadas com dieta HP, mas mantidas com dieta C após o desmame; 
➢ 
Grupo Recuperado com Soja (RS): consistindo da prole nascida e amamentada por 
mães alimentadas com dieta HP, mas mantidas com dieta a base de farinha de soja 
contendo 17% proteina após o desmame. 
  Na dieta de soja, ajustes foram feitos para equilibrar os conteúdos de carboidratos, 
lipídios e fibras e garantir o valor energético tal qual a dieta de caseína, suprimindo o óleo 
de soja e reduzindo as fibras. A farinha integral de soja micronizada inativa foi obtida por 
processamento  industrial  (tratamento  térmico,  descascamento,  pré-moagem  e 
micronização) que resulta na redução do sistema enzimático e fator antitripsina, atingindo 
80% do valor nutricional da caseína. Todas as dietas usadas no estudo foram previamente 
descritas (45). 
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Tabela 1 – Composição das dietas 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
2

  -  -  415,0 
Amido de milho
1

  397,0  480,0  312,2 
Amido de milho dextrinizado
1

  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 
*Reeves et al. 1993 
1 
Corn Products do Brasil, São Paulo. 
2 
Perdigão do Brasil, São Paulo. 
 
Quadro 1 – Composição nutricional da farinha integral de soja micronizada inativa. 
Componentes  Em 100 g 
Valor Calórico, kcal  455 
Proteínas  41,00 
Carboidratos  25,50 
Gorduras Totais  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)
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Quadro  2  –  Composição  de  aminoácidos  da  farinha  integral  de  soja  micronizada 
inativa em comparação a 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  - 
(DINAL 4.3260.0003.01-2) 
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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  Durante todo o período experimental os animais tiveram livre acesso à água e as 
respectivas  dietas  ad  libitum  e  foram  mantidos  sob  condições  controladas  de  umidade, 
luminosidade com ciclo claro/escuro (12h/12h) e temperatura de 24°C.  Os ratos foram 
pesados ao nascer, aos 30 e 90 dias de idade. 
 
3.2. Procedimentos experimentais 
 
3.2.1. Coleta de amostras e análises 
  No  final  do  período  experimental,  aos  90  dias  de  idade,  os  animais  foram 
anestesiados  e  submetidos  a  laparotomia  mediana,  para  a  coleta  do  tecido  hepático.  O 
fígado foi rapidamente removido, pesado e uma alíquota foi homogeneizada em TriZol 
para  posterior  determinação  da  expressão  gênica.  Uma  porção  foi  imediatamente 
congelada  em  nitrogênio  líquido  e  estocada  a  –  80  °C  para  determinar  o  conteúdo  de 
gordura hepática e glicogênio. Para avaliação da expressão protéica, a cavidade abdominal 
dos  ratos  anestesiados  foi  aberta  e  fragmentos  do  fígado  (3,0 × 3,0 × 3,0 mm)  foram 
cuidadosamente removidos e imediatamente homogeneizados em solução tampão a 4 °C 
[1% Triton X-100, 100 mmol/l Tris–HCl (pH 7,4), 100 mmol/l pirofosfato 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]. A concentração de proteína do sobrenadante 
foi determinada pelo método de Bradford (46). Amostras de sangue dos animais foram 
coletadas, o soro foi obtido por centrifugação, e alíquotas foram usadas para determinação 
das concentrações séricas de glicose e de insulina. 
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3.2.2. Isolamento do extrato nuclear 
O extrato nuclear hepático foi obtido por homogeneização em tampão contendo: 
Hepes 10mM,  pH  7,9,  KCl  10mM,  MgCl2 1,5mM, DTT  1mM, ortovanadato  de  sódio 
1mM, PMSF 1mM, aprotinina 10µg/mL. Após 10 minutos  de incubação no gelo, as 
amostras foram  centrifugadas (2000xg  por  10  minutos  a 4ºC)  e  lavadas com  o  mesmo 
tampão e os pellets foram ressuspensos com um novo tampão contendo: Hepes 20mM, pH 
7,9, NaCl 10,42M, KCl 10mM, glicerol 20%,  DTT 1mM, ortovanadato de sódio 1mM e 
aprotinina 10µg/mL. As amostras foram incubadas durante 30 minutos a 4
 
ºC sob agitação 
constante,  e  novamente  centrifugadas  a  16000xg  por  30  minutos  a  4ºC  (47).  As 
concentrações  de  proteínas  dos  sobrenadantes  contendo  os  extratos  nucleares  foram 
determinadas pelo método de Bradford (46). Foi utilizado como referencial, uma curva-
padrão de albumina. 
 
3.2.3. Imunoprecipitação e imunoblot 
Amostras contendo 30 µg de proteína do extrato protéico e 40 µg do extrato nuclear 
foram  separadas  por  SDS-PAGE,  transferidas  para  a  membrana  de  nitrocelulose, 
utilizando-se  o  equipamento  de  eletro-transferência  do  minigel  da  Bio-Rad,  sendo 
realizadas durante 2h a 120 V em gelo, banhadas com tampão de transferência. No mesmo 
gel foi aplicada uma amostra padrão de proteínas, ou seja, marcador de peso molecular 
conhecidos.  As  proteínas  apareciam  sob  coloração  azul  no  gel  de  eletroforese  e  na 
membrana de nitrocelulose, permitindo a orientação quanto ao peso molecular das bandas 
observadas.  Após  transferência,  as  membranas  foram  bloqueadas  com  5%  de  leite 
desnatado ou albumina em solução basal durante três horas, a temperatura ambiente, para 
diminuir a ligação inespecífica de proteínas. A seguir, as membranas foram lavadas com 
solução  basal em  três sessões de dez minutos,  e  incubada com  anticorpos específicos 
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(diluição 1/500), ou seja, anti  ACC, fosfo [
Ser79
] ACC, AMPK, fosfo [
Thr172
]AMPK, 
SREBP-1c e PPARα (Santa Cruz Biotechnology) sob agitação constante em overnight a 4
 
°C. Foram então lavadas novamente com solução basal em três sessões de dez minutos e 
incubadas  a  seguir  com  anticorpo  secundário  anti-rabbit  ou  anti-mouse  (peroxidase 
conjugada anti-rabbit ou anti-mouse  – diluição 1/5000)  por duas horas à  temperatura 
ambiente. As membranas foram então lavadas e os anticorpos foram detectados usando kit 
de  quimiluminescência.  As  membranas  foram  expostas  ao  filme  de  RX  (Kodak  XAR-
Rochester,  NY)  com  intensificador  (Peroxidase  e  enhancer)  por  aproximadamente  3 
minutos. Os filmes foram revelados na forma convencional. 
A intensidade das bandas foi determinada através da leitura das autoradiografias 
reveladas por densiometria ótica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa Scion 
Image  (Scion  Corporation).  Os  dados  numéricos  obtidos,  correspondentes  às  bandas 
protéicas foram comparados estatisticamente como posteriormente descrito. 
 
3.2.4. Extração de RNA e PCR quantitativo em tempo real 
  As amostras foram homogeneizadas em TRIzol (InVitrogen, São Paulo, Brazil) por 
30 s, usando homogeneizador de tecido (Polytron-Agrgregate, Kinematica, Littau/Luzern, 
Switzerland)  a  velocidade  máxima.  Após  a  centrifugação  em  6.000  g  o  RNA  total  foi 
isolado de acordo com as diretrizes do fabricante e determinado por espectrofotômetro. A 
integridade do RNA foi verificada através de eletroforese de gel de agarose. O cDNA foi 
preparado usando 2 µg do RNA total e uma transcritase reversa. Os primers usados no 
experimento foram fabricados pela TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os 
genes  analisados  foram  ACCα  (acetil-Coenzima  A  carboxilase  alfa,  genebank 
NM_022193),  ACCβ  (acetil-Coenzima  A  carboxilase  beta,  genebank  NM_053922), 
SREBP  1c  (Proteína  ligadora  dos  elementos  regulados  por  esteróis  1c,  genebank 
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NM_001033694), AMPK (proteína quinase ativada por AMP) PPARα (receptor ativado 
por proliferadores do peroxissoma alfa, genebank NM_013196). GAPDH (gliceroldehido-
3-fosfato desidrogenase, NM_017008), que foi usado como gene controle. O PCR real-
time foi realizado no StepOne PCR cycler  (Applied Biosystems). As condições do PCR 
foram  95°C  por  10  minutos,  com  40  ciclos  em  95°C  por  10  segundos  e  60°C  por  45 
segundos.  Os dados do Real-time foram analisados usando a Sequence Detector System 
1.7 (Applied Biosystems). Os resultados foram expressos em percentual de aumento ou 
redução em relação ao controle. 
 
3.2.5. Determinação do conteúdo lipídico do fígado 
A extração do conteúdo lipídico foi realizada de acordo com o método de Folch 
(48). Foi pesado 1g do tecido hepático sendo grosseiramente fracionado e adicionado em 
solução  de clorofórmio:  metanol  (2:1).  O  material  foi  homogeneizado  e  completado  o 
volume para 10mL com a mesma solução.Todas as amostras foram deixadas em overnight 
para a extração dos lipídios,  sendo  posteriormente filtradas. Em seguida foi adicionado 
1,6mL de salina a uma alíquota de 8mL do filtrado. Após a separação da fase clorofórmica 
e aquosa, o material foi centrifugado por 5 minutos a 2500rpm. A lavagem do material 
com salina foi  efetuada por 3 vezes. Uma alíquota de 3mL da  fase clorofórmica foi 
colocada em placa de petri previamente pesada e levada, sendo mantida em capela para 
evaporação em temperatura ambiente. O conteúdo de lipídio foi obtido pela diferença entre 
a pesagem da placa após a evaporação e a pesagem inicial. Os resultados foram expressos 
em mg/g de tecido total. 
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3.2.6. Determinação do conteúdo glicogênio hepático 
Para  a  determinação  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 100
o
C 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 
(49). 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/g de peso fresco de tecido hepático. 
 
3.2.7. Determinação da concentração sérica de insulina 
A concentração de insulina sérica foi determinada por radioimunoensaio, de acordo 
com o método descrito por Scott (50). Foram transferidas alíquotas de 0,1mL das amostras 
desconhecidas  (em  duplicata)  as  quais  receberam,  a  seguir,  0,2mL  de  uma  solução 
contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com 
125
I (traçador) em tampão 
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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 0,2mL do tampão fosfato com insulina 
marcada 
125
I para averiguação da radiação máxima. 
b)  Três  tubos  (Ligação  não  específica)  contendo  0,2mL  do  tampão  fosfato  com 
insulina marcada 
125
I e 0,1mL de tampão fosfato, para determinar possíveis interferências 
no ensaio pelos componentes do tampão. 
c)  Três tubos (Referência) contendo 0,2mL de solução tampão fosfato com insulina 
marcada com
 125
I e anticorpo anti-insulina e 0,1mL 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 0,1mL 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 0,2mL de 
solução  tampão  fosfato  contendo  insulina  marcada 
125
I  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 0,2mL 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 minutos e a seguir centrifugados durante 20 minutos (2800 rpm) 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 conhecida elaborou-se curva 
padrão  que foi  utilizada  para  a avaliação  dos valores  desconhecidos  das amostras.  Os 
resultados foram expressos em pmol/L. 
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3.2.8. Determinação da concentração sérica de glicose 
A  glicemia  foi  determinada  utilizando  um  monitor  com  tiras  de  teste  para 
determinação da glicemia (glicosímetro) por fotômetro de refletância da marca Accu-chek 
Active, Roche Diagnósticos, Alemanha. A concentração sérica de glicose foi expressa em 
mmol/L 
 
3.2.9. Determinação da concentração sérica de ácidos graxos livres 
A concentração de ácidos graxos livres das amostras de soro foi dosada utilizando-
se o kit comercial, segundo a indicação do fabricante (Waco Pure Chemical Industries, 
Ltd., Japan). Os resultados foram expressos em mmol/L. 
 
3.3. Análise estatística 
Os resultados foram expressos em media ± desvio padrão (SD) do número de ratos 
(n)  indicados.  O  teste  de  Bartlett  foi  aplicado  para  verificar  a  homogeneidade  das 
variâncias. Quando necessário, os dados foram transformados em escala logarítmica para 
correção da heterogeneidade ou anormalidade. Análise de variância a dois fatores (efeito 
nutricional e dieta) foi usada para comparar os dados dos grupos CC, CS, RC e RS. Para 
verificar se as dietas utilizadas foram capazes de promover a recuperação nutricional, os 
dados foram analisados por ANOVA a um fator,  comparando os grupos RC, RS e HP. 
Quando  necessário,  essas  análises  foram  complementadas  por  teste  de  comparação 
múltipla de médias (LSD). Valores de P <0.05 indicaram diferença significativa. Todas as 
comparações  estatísticas  foram  feitas  usando  o  programa  Statistic  Software  (Statsoft, 
Tulsa, OK). 
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IV - RESULTADOS 
  A restrição protéica durante a prenhez e a lactação produziu uma redução 
significativa  no  peso  corporal  da  prole  (dados  não  mostrados).  No  final  do  período 
experimental,  o  peso  corporal,  o  peso  do  fígado  e  a  gordura  hepática  foram 
significativamente menores nos grupos RS e RC do que nos grupos CS e CC (F
1,20
 = 21,78, 
P < 0,001; F
1,18
 = 8,12, P < 0,02; F
1,18
 = 4,62, P < 0,05, respectivamente).Também, os 
ratos dos grupos RS e CS tiveram peso corporal final, peso do fígado e gordura hepática 
menores do que aqueles dos grupos RC e CC (F
1,20
 = 28,76, P < 0,0001; F
1,18
 = 7,15, P < 
0,02; F
1,18
 = 17,05, P < 0,001, respectivamente). Embora os ratos do grupo RS tenham 
apresentado o peso corporal final maior do que os ratos do grupo HP (P < 0,001), seus 
pesos foram  ainda  significativamente  mais  baixos  do  que  nos  ratos  do grupo RC  (P  < 
0,001). O peso do fígado dos ratos do grupo HP foi menor do que o do grupo RC, ao passo 
que o peso do fígado dos ratos do grupo RS não foi significativamente diferente do que 
daqueles dos grupos RC e HP. O conteúdo de gordura hepática não diferiu entre os grupos 
HP e RS, mas o último foi menor do que o grupo RC (Tabela 1). 
As concentrações de glicogênio hepático foram menores nos grupos CS e RS do 
que os grupos CC e RC (F
1,14
 = 5,97, P < 0,03). No grupo HP o glicogênio hepático foi 
significativamente maior do que no grupo RC, e no último grupo o conteúdo de glicogênio 
hepático  foi significativamente  maior em comparação ao grupo  RS. As concentrações 
séricas de ácidos graxos livres (AGL) e de insulina foram menores nos grupos recuperados 
(RC e RS) do que nos grupos controles (CC e CS) (F
1,23
 = 6,09, P < 0,03; F
1,26
 = 4,95, P < 
0,05, respectivamente). Em contraste, a dieta à base de soja não alterou as concentrações 
de AGL mas aumentou insulinemia (F
1,26
 = 6,18, P < 0,02) em relação à dieta à base de 
caseína. Os grupos HP e RC apresentaram concentrações séricas de insulina similares e 
menores do que o grupo RS. O AGL não diferiu entre os grupos RC, RS e HP. A glicemia 
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não foi afetada pelo estado nutricional prévio nem pela dieta, e não diferiu nos grupos RC, 
RS e HP (Tabela 1). 
 
 
 
Tabela 2 - Parâmetros metabólicos e bioquímicos  de  ratos  adultos  mantidos com dieta 
controle (grupos CC e RC), dieta de farinha de soja (grupos CS e RS) ou dieta hipoprotéica 
(grupo HP) após o desmame 
  Grupos 
Variáveis  CC  CS  RC  RS  HP 
Peso corporal (g) 
final 
492±54 
(5) 
416±30 
(5) 
427±37
a 
(7) 
339±21
b 
(7) 
226±41
c 
(7) 
Peso do fígado (g) 
13± 2 
(5) 
11± 2 
(5) 
10 ± 1
a 
(6) 
9 ± 1
ab 
(6) 
8 ± 2
b 
(7) 
Gordura  hepática 
(mg/tecido total) 
732±449 
(5) 
358±102 
(5) 
495±181
a 
(6) 
250±46
b 
(6) 
344±175
ab 
(7) 
Glicogênio 
(mg/tecido total) 
139±82 
(4) 
73±20 
(4) 
107±42
b 
(5) 
67±7
c 
(5) 
350±95
a 
(7) 
Insulina  sérica 
(pmol/L) 
266±107 
(6) 
305±123 
(6) 
157±53
b 
(9) 
274±58
a 
(9) 
132±31
b 
(5) 
Glicemia (mmol/L) 
 
5,3±0,9 
(6) 
5,2±0,8 
(6) 
5,6±0,5 
(9) 
5,5±0,5 
(9) 
6,1±0,3 
(5) 
Ácidos graxos livres 
(mmol/L) 
0,91±0,18
 

(6) 
0,77±0,13
 

(5) 
0,67±0,14
 

(8) 
0,72±0,14
 

(8) 
0,82±0,18
 

(8) 
Os valores  representam a  média ±  desvio padrão  do número  de ratos indicados entre 
parênteses.  Letras  diferentes  indicam  diferenças  significativas  pela  ANOVA  uma  via 
seguida do teste de LSD (P<0,05). 
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 As  concentrações  do  RNA  mensageiro  do  PPARα,  ACCα  e  ACCβ  foram 
influenciadas pela dieta de soja (F
1,12
 = 14,84, P<0,01;  F
1,12
= 8,03, P <0,02 e F
1,12
= 8,70, 
P<0,02,  respectivamente).  Conseqüentemente  ratos  mantidos  com  dieta  à  base  de  soja, 
apresentaram expressão do RNA mensageiro do PPARα (Figura 1B) aumentada e de RNA 
mensageiro de ACCα e ACCβ (Figuras 1C e 1D) diminuída em relação aos mantidos com 
dieta à base de caseína. As concentrações de RNA mensageiro de SREBP-1c (Figura 1A) e 
de AMPK (Figura 1E) foram similares entre os grupos. 
As concentrações de RNA mensageiro do ACCα dos grupos RS e RC foram 
similares e menores que o grupo HP (Figura 1C). Embora os ratos do grupo RS tivessem 
uma tendência a apresentar um aumento na expressão de RNA mensageiro de ACCβ em 
relação aos ratos do grupo RC, esta não foi significativamente diferente do ultimo grupo ou 
dos ratos do grupo HP. Entretanto, a concentração do RNA mensageiro de ACCβ de ratos 
do grupo HP foi significativamente menor em relação a de ratos do grupo RC (Figura 1D). 
As  concentrações  de  RNA  mensageiro  do  SREBP-1c,  PPARα  e  AMPK  não  diferiram 
entre os grupos RS, RC e HP (Figuras 1A, 1B e 1E). 
A expressão de proteína da ACC e a ACC
 Ser-79
 fosforilada foi modificada pela dieta 
a base  de  soja (F
1,9
= 7,57,  P < 0,03 e  F
1,20
= 8,79,  P < 0,01, respectivamente) e  pela 
interação entre o  estado nutricional prévio e a  dieta (F
1,9
= 5,97, P < 0,04 e F
1,20
= 4,48, 
P < 0,05, respectivamente). Assim, a expressão protéica da ACC entre os ratos dos grupos 
RC, RS e CC foi similar e maior do que nos ratos do grupo CS (Figura 2C). Por outro lado, 
a ACC
Ser-79
 fosforilada foi similar entre os grupos CS, RC e RS e menor que no grupo CC 
(Figura 2D). A expressão protéica do nSREBP, PPARα, AMPK e AMPK
Thr172 
fosforilada 
não diferiu entre os grupos (Figuras 2A, 2B, 2E e 2F, respectivamente)
. 
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Figura  1.  RNA  mensageiro  do  SREBP-1c  (A),  PPARα  (B),  ACCα (C),  ACCβ (D), 
AMPK (E), analisado por PCR em tempo real, normalizados pelo GAPDH. Resultados 
expressos  em  media±desvio  padrão  de  4-5  ratos  por  grupo.  *Valores  médios 
significativamente  diferentes  em  relação  aos  grupos  alimentados  com  caseína  (P<0,05; 
Análise de variância a dois fatores). Valores médios com letras minúsculas diferentes são 
estatisticamente significantes (P < 0,05; Análise de variância a um fator seguido do teste 
LSD). 
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Figura 2. Western blots mostrando SREBP-1c (A) e PPARα (B) em extrato nuclear, ACC 
(C), ACC fosforilada em resíduos de serina
179
 (D), AMPK (E) e AMPK fosforilada em 
resíduos  de  treonina
172
  (F)  em  fígado de  ratos.  Resultados  expressos  em  media±desvio 
padrão de 3 a 9 ratos por tratamento. Valores médios com diferentes letras maiúsculas são 
estatisticamente diferentes (P < 0,05). Análise de variância a dois fatores seguido do teste 
LSD.
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V - DISCUSSÃO 
  Os resultados deste estudo confirmam achados anteriores mostrando que a restrição 
protéica na fase inicial de vida compromete o peso corporal e a secreção de insulina (51), e 
que dieta à  base de soja aumenta  a concentração sérica de insulina, mas diminui as 
concentrações de lipídios e glicogênio hepático (45,52). Entretanto, estes resultados estão 
em desacordo com relatos que mostram que a proteína de soja reduz a insulinemia e a 
concentração de gordura hepática (53,38). Existem discrepâncias a este respeito, uma vez 
que, foi demonstrado que a proteína de soja diminui concentrações de triacilglicerol no 
plasma  e  no  fígado  de  ratos  magros  e  obesos,  que  apresentam  respectivamente, 
concentração de insulina plasmática inalterada ou marcadamente aumentada (54). 
  Múltiplas linhas de evidências sugerem que o efeito estimulatório da insulina na 
síntese dos ácidos graxos é mediado pelo aumento da SREBP-1c (55,56). Neste estudo, 
embora a dieta à base de soja tenha promovido aumento nos níveis séricos de insulina, não 
houve alteração na expressão gênica e protéica do SREBP-1c. Entretanto, nossos animais 
exibiram insulinemia apenas marginalmente elevada, e os modelos que super expressam 
RNA mensageiro do SREBP-1c têm marcada hiperinsulinemia. 
  Os  genes  responsivos  à  SREBP-1c  incluem  aquele  para  a  ACC,  uma  enzima 
limitante da biossíntese dos ácidos graxos. No presente estudo, a dieta à base de soja não 
interferiu na expressão gênica e protéica do SREBP-1c, mas  foi capaz de diminuir a 
expressão gênica da ACCα e ACCβ. Estes resultados não nos surpreende, uma vez que 
recentes  achados indicam  que a  proteína derivada  da soja  tem muito  pouco efeito  no 
SREBP-1 e que a diminuição da expressão gênica da ACCα no fígado é regulada pelo 
promotor PI via outros fatores nucleares que não o SREBP-1 (40). 
Tem-se mostrado em fígado de ratos que a administração de insulina aumenta a expressão 
gênica da ACCα e estimula a atividade enzimática da ACC (57). É interessante ressaltar 
que  neste  estudo,  os  ratos  mantidos  com  dieta  à  base  de  soja  que  exibiram  maior 
insulinemia do que aqueles com dieta de caseína, expressaram menos RNA mensageiro da 
ACCα e ACCβ   e menor  conteúdo protéico  de ACC.  Esses  achados  sugerem  que a 
insulina pode não ser o único hormônio que regula  esses mecanismos, pelo menos nos 
animais que ingeriram dieta à base de soja. 
  Sabe-se  que  a  atividade da  ACC é  principalmente  regulada  pelo  seu  estado  de 
fosforilação, mais do que pela concentração da enzima (58,59) e a dieta da proteína de soja 
parece reduzir a atividade enzimática da ACC em fígado de ratos (60). No presente estudo, 
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o conteúdo hepático de 
[Ser79]
ACC fosforilada nos ratos do grupo CS foi menor que nos 
ratos do grupo CC, mas esta redução foi paralela ao conteúdo de proteína da ACC. Isto não 
foi observado nos grupos RS e RC, uma vez que ambos exibiram baixo conteúdo 
[Ser79]-
ACC fosforilada com alto conteúdo protéico de ACC. Assim, nos grupos CS a dieta a base 
de soja modulou o conteúdo protéico mais do que a fosforilação da ACC. Em contraste, os 
grupos RC e RS apresentaram baixa fosforilação da ACC, indicando que a dieta a base de 
soja não interferiu nem no conteúdo protéico nem na atividade dessa enzima. 
  A  ativação  da  ACC  pela  insulina  resulta  em  sua  desfosforilação  (61). 
Curiosamente,  nossos  animais  que ingeriram  dieta  à  base de  soja  demonstraram  alta 
insulinemia,  mas  não  exibiram  alteração  no estado  de  fosforilação/desfoforilação  desta 
enzima. 
  A principal isoforma de ACC hepática pode ser fosforilada e inativada pela AMPK 
(61,13), enzima mediadora do efeito do glucagon sobre a inativação da ACC em células 
hepáticas (62) e dieta à base de proteína de soja eleva a concentração sérica de glucagon 
(63).  Assim,  avaliamos a  expressão  gênica  e  protéica  do  AMPK,  e  não  foi  observada 
alteração  nos  animais  mantidos  com  dieta  à  base  de  soja,  possivelmente  devido  às 
concentrações séricas de glucagon inalteradas (dados não mostrados). 
  Existem também evidências experimentais que sugerem que a proteína de soja e 
isoflavona reduzem o teor de lipídios hepáticos pela elevação da concentração gênica do 
PPARα (64)  e  pela  expressão  dos  genes  envolvidos no  catabolismo  dos  ácidos  graxos 
através da ativação do PPARα (26).  Neste estudo ratos que ingeriram dieta à base de soja 
apresentaram um aumento significativo da expressão gênica do PPARα em relação àqueles 
que  receberam  dieta a  base  de caseína,  mas essa  elevação  não foi  acompanhada  pelo 
aumento da expressão protéica desse fator de transcrição. Assim, a menor acumulação de 
lipídios no fígado nos ratos que ingeriram dieta à base de soja não pode ser atribuída ao 
aumento da oxidação de ácidos graxos modulada pelo PPARα. 
  Em  conclusão, nossos  resultados  indicam que  a dieta  à base de soja  reduz a 
concentração de gordura hepática pela modulação da expressão gênica e protéica do ACC 
e  não pela  fosforilação  ou  desfosforilação dessa  enzima.  Finalmente,  a  supressão  da 
expressão gênica ACCβ e ACCα indica que a dieta à base de soja aumenta a β-oxidação 
dos ácidos graxos e inibe a lipogênese, respectivamente. 
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