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RESUMO

Introducéo: Estudos tém relacionado o consumo de soja com efeitos benéficos ao
organismo. Entretanto, por ser rica em fitoestrogénios, tem sido questionada a
seguranca do seu consumo e de seus derivados em fases criticas da vida. Objetivo:
Avaliar os efeitos do consumo de dieta a base de soja ou proteina isolada de soja
durante a lactagdo sobre a funcdo da medula adrenal, atividade antioxidante e
indices de aterogenicidade em ratas lactantes e suas proles ao desmame e na idade
adulta. Metodologia: Ratas Wistar lactantes com 6 filhotes machos foram divididas:
Controle Caseina (C): dieta a base de caseina (ptn:16,3%; lip:7%); Proteina isolada
de soja (PIS): dieta & base de proteina isolada de soja (ptn:18,3%; lip:7%); Soja (S):
dieta a base de soja (ptn:20,1%; lip:16,8%). Ao desmame, 3 filhotes/ninhada,
receberam racao comercial até os 150 dias. Ao final da lactagcéo (21 dias) e na idade
adulta (150 dias) avaliou-se ingestédo alimentar (IA), massa corporal (MC); indices de
aterogenicidade 1 (CT/HDL), 2 (LDL/HDL) e 3 [(CT-HDL)/HDL], atividade hepatica
da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa redutase (GR) e biomarcadores do estresse oxidativo: TBARS e relacao
redox (glutationa reduzida/glutationa oxidada [GSH/GSSG]); colesterol e triglicerideo
(TG) hepético; contetudo absoluto e relativo de catecolaminas, secrecdo in vitro de
catecolaminas e expressdo da tirosina hidroxilase (TH) na adrenal; além do 17(3-
estradiol sérico materno. Analises foram realizadas pelo teste One-way ANOVA e
pos-teste  Newman-Keuls (p<0,05). Resultados: As maes S apresentaram
diminuicdo do 17 B-estradiol (vs.C-41,6%; p=0,0186), da SOD (vs.C -26,04%;
vs.PIS-22,10%; p=0,0025) e aumento de CAT (vs.PIS +29,12%; p=0,0462). As méaes
PIS apresentaram reducdo de TBARS (vs.C -38,24%; p=0,0462). Aos 21 dias, as
proles S e PIS apresentaram reducdo nos indices 1 (-22,02%; -27,36%; p=0,0273,
respectivamente), 2 (-28,3%; -34,62%; p=0,0014, respectivamente) e 3 (-26,82%; -
33,05%; p=0,0273, respectivamente); a prole S apresentou reducédo do TG hepatico
(vs.P1S-23,66%;p=0,0313); aumento da SOD (vs.C+10,87%;vs.PIS+9,18%;p=0,039),
de TBARS (vs.C+127,27%, vs.PI1S+143,9%; p=0,0151) e da GPx (vs.C +137,69%;
p=0,0125) e GR (vs.C+33,01%; p=0,0231). As proles S e PIS apresentaram reducao
da GSSG (vs.C: -22,09%; -33,97%; p=0,0017, respectivamente); a prole PIS
apresentou maior relacdo GSH/GSSG (vs.C+39,44%; vs.S+47,22%; p=0,0053);
aumento do TG hepatico vs.C (+28,95%; p=0,0313). Ja aos 150 dias, a prole PIS
apresentou, vs. C, aumento do indice 1 (+57,72%; p=0,0082) e 3 (+104,13%;
p=0,0082), do colesterol hepatico (+82,97%; p=0,0322) e da GR (+53,68%;
p=0,0231), diminuicdo do TBARS (-39,82%; p=0,0103), menor conteudo absoluto
(vs. C: -15,82%, vs. S: -14,68%; p= 0,0436) e relativo (vs. C: -17,96%, vs. S: -
29,45%; p=0,0081) de catecolaminas na adrenal, devido a maior secrecdo quando
estimulada por cafeina. A prole S mostrou diminuicdo dos indices 1, 2 e 3 e do
colesterol hepético vs. PIS (-41,2%, p=0,0082; -54%, p=0,0293; -57,89%, p=0,0082;
-45,76%, p=0,0322, respectivamente) e aumento da atividade da CAT (vs.
C:+16,3%, vs. PIS:+17,55%; p=0,0061). Conclusdo: O consumo materno de S na
lactacdo programou a progénie adulta para melhores indices de aterogenicidade e
maior atividade da CAT, sem alteracdo da funcdo adrenal. J& o consumo de PIS
programou para aumento dos indices de aterogenicidade 1 e 3, maior colesterol
hepético e diminuicdo do contetdo de catecolaminas na adrenal devido a maior
secrecdo. Desta forma, € plausivel que o consumo materno de S na lactacdo tenha
efeitos cardioprotetores em longo prazo, uma vez que 0s parametros avaliados
neste estudo tém estreita relacdo com aspectos da fisiopatologia das DCV.



ABSTRACT

Introduction: Studies have related soy consumption with beneficial effects to the
organism. However, because it is rich in phytoestrogens, the safety of its
consumption and its derivatives in critical phases of life has been questioned.
Objective: To evaluate the effects of dietary intake of soy or soy protein isolated
during lactation on adrenal medulla function, antioxidant activity and atherogenicity
indexes in lactating rats and their offspring at weaning and in adulthood. Methods:
Wistar rats with 6 male offspring were divided: Casein Control (C): casein-based diet
(ptn: 16.3%, lip: 7%); Isolated soybean protein (SPI): soy protein isolated diet (ptn:
21.3%; lip: 7%); Soybean (S): soybean-based diet (ptn: 20.1%, lip: 16.8%). At
weaning, 3 pups / litter received commercial feed up to 150 days. At the end of
lactation (21 days) and in adulthood (150 days), was evaluated food intake (FI), body
mass (BM); atherogenicity indexes 1 (CT/HDL), 2 (LDL/HDL) and 3 [(CT-HDL)/HDL],
hepatic activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and oxidative stress biomarkers:
TBARS and redox ratio (reduced glutathione / oxidized glutathione [GSH / GSSG]);
absolute and relative adrenal catecholamines content, in vitro secretion of
catecholamines as well as expression of the enzyme tyrosine hydroxylase (TH); in
addition to maternal serum 173-estradiol. Analyzes were performed by the One-way
ANOVA and Newman-Keuls post-test (p <0.05). Results: S-mothers showed a
decrease in 17(3-estradiol (vs.C-41.6%, p = 0.0186), SOD (vs. -26.04% vs. SPI-
22.10%; p = 0.0025) and increase CAT (vs. SPI + 29.12%, p = 0.0462). The SPI
mothers presented reduction of TBARS (vs.C -38.24%, p = 0.0462). At 21 days, the
S and SPI offspring presented a reduction in indices 1 (-22.02%, -27.36%, p =
0.0273, respectively), 2 (-28.3%, -34.62%; p = 0.0014, respectively) and 3 (-26.82%,
-33.05%, p = 0.0273, respectively); the S offspring presented hepatic TG reduction
(vs. SP1-23.66%, p = 0.0313); increase SOD (vs. C + 10.87%, vs. SPI + 9.18%, p =
0.039), TBARS (vs.C + 127.27%, vs.SPI + 143.9%, p = 0.0151) and GPx (vs.C +
137.69%, p =0, 0125) and GR (vs. C + 33.01%, p = 0.0231). The S and SPI offspring
presented GSSG reduction (vs. C: -22.09%, -33.97%, p = 0.0017, respectively); SPI
showed higher GSH / GSSG ratio (vs. C + 39.44%, vs. S + 47.22%, p = 0.0053);
increase in hepatic TG vs. C (+ 28.95%, p = 0.0313). Already at 150 days, the SPI
offspring presented, vs. C, increase in index 1(+ 57.72%, p = 0.0082) and 3 (+
104.13%, p = 0.0082), of hepatic cholesterol (+ 82.97%, p = 0.0322) and GR
(+53.68%, p= 0.0231), decreased TBARS (-39.82%, p = 0.0103), lower
catecholamines absolute (vs. C: -15.82%, vs. S: -14.68%; p= 0.0436) and relative
(vs. C: -17.96%, vs. S: -29.45%; p=0.0081) contente in the adrenal, due to increased
secretion when stimulated by caffeine. Offspring S showed a decrease in indices 1, 2
and 3 and of hepatic cholesterol vs. SPI (-41.2%, p = 0.0082, -54%, p = 0.0293, -
57.89%, p = 0.0082, -45.76%, p = 0.0322, respectively) and increase CAT activity
(vs. C:+16.3%, vs. PIS:+17.55%; p=0.0061). Conclusion: Maternal consumption of
S in lactation programmed adult progeny for better rates of atherogenicity, higher
CAT activity and non-alteration of the adrenal medulla function. The consumption of
SPI programmed for increase of the atherogenicity indices 1 and 3, higher hepatic
cholesterol and decrease in catecholamine content in the adrenal due to increased
secretion.Thus, it is plausible that the maternal consumption of S in lactation has
long-term cardioprotective effects, since the parameters evaluated in this study are
closely related to aspects of the pathophysiology of cardiovascular diseases.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACh — Acetilcolina

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico

AMPK - Adenosina 5’ monofosfato proteina quinase
BHT - Butilhidroxitolueno

BPA — Bisfenol A

C - Controle Caseina

C/EBP - Proteinas de ligacéo ao intensificador de CCAAT
CA — Catecolaminas

CAT — Catalase

CCAAT - citosina-citosine-adenosina-adenosine-timidina
COMT - Catecol-O-metiltransferase

CT - Colesterol total

DAG - Diacilglicerol

DCV - Doengas cardiovasculares

DHD - Diidrodaidzeina

DMSO - Dimetilsulfoxido

DOPA - Diidroxifenilalanina

DTNB - 5,5'ditio-bis (2-nitrobenzoic acid)

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

ERK1/2 — Quinase 1 e 2 reguladas por receptor extracelular
FDA — Food and Drugs Administration

G-6-P — Glicose-6-fosfato

GEN - Genisteina

GPx — Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GSSG - Glutationa oxidada

HDL-c — Colesterol HDL

HOMA-IR - Homeostatic model assessment - insulin resistance
IA — Ingestéo alimentar

IP3 — Trifosfoinositol

JAK2 - Janus quinase 2

LDL-c — Colesterol LDL

LPL — Lipoproteina lipase

LPS — Lipase-horménio-sensivel


https://en.wikipedia.org/wiki/Cytosine
https://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine
https://en.wikipedia.org/wiki/Thymidine

MAO — Monoamino-oxidase

MC — Massa corporal

MDA —Malondealdeido

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
MRE - Receptor de membrana do estrogénio

NA- Noradrenalina

NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NAT - Transportador de noradrenalina

OGA - O-B-N-acetil-D-glucosaminidase

PIS — Proteina Isolada de Soja

PKA — Proteina quinase A

PM - Peso molecular

PNMT - Feniletanolanina-N-metil-transferase

PONL1 — Paraoxonase

PPARs — Receptores ativados por proliferador de peroxissoma
RA — Receptor adrenérgico

RE — Receptor estrogénico

S - Soja

SCAP - Proteina de ativacdo de clivagem

SNS - Sistema Nervoso Simpatico

SOD - Superoxido dismutase

SREBP- Proteinas de ligacéo a elementos reguladores de esterois
SULT - Sulfotransferase

TAS — Teste de estatuto antioxidante total

TBA - Acido tiobarbitrico

TBARS — Acido tiobarbittirico

TCA - acido tricloroacético

TEA - Trietanolamina

TG — Triglicerideos

TH - Tirosina Hidroxilase

TPA — 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato

UCP- Proteina desacopladora

UGT - UDP-glicuroniltransferase



LISTA DE ILUSTRACOES

pagina
Figura 1: Via da biossintese de catecolaminas.--------==-=====nmnmmmmmmm oo 22
Figura 2: Efeito das catecolaminas sobre mobilizacao do glicogénio hepatico.----- 25

Figura 3: Efeito das catecolaminas sobre o metabolismo de glicose no figado:

glicogendlise (A) e glicogeonénese (B).-----------=-=-==mmmmmemm e 26
Figura 4: Efeito das catecolaminas sobre o metabolismo lipidico.--------- - 27
Figura 5: Integrac&o dos sistemas de defesa enzimaticos--------------=--=-==-=mmnuo-- 29
Figura 6: Estrutura quimicas das isoflavonas da soja.---------=-=-======mmmmmmmmmmcmaee- 32
Figura 7: Mecanismo geral da acéo das isoflavonas no organismo.------------------- 34

Figura 8: Cascata de eventos apds baixa dose de daidzeina se ligando aos
receptores de estrogénio de membrana (MRE) em células medulares adrenais.-- 36

Figura 9: Influéncias do estrogénio e fitoestrogénios na sintese, secrecdo e
reabsorcdo de catecolaminas em células medulares adrenais. - 37

Figura 10: Representacdo esquematica do procedimento experimental-------------- 50

Figura 11: Esquemaética do sistema utilizado para avaliagdo da secrecéo estimulada
de catecolaminas em medulas adrenais isoladas de ratos.-----------=-====mmnmrmmnmenn 59

Figura 12: Consumo de ragédo (A) e massa corporal (B) das mées receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lacta¢do.----------- 61

Figura 13: Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em
homogenato das maes que receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS)
e soja (S) durante a lactacéo 62

Figura 14: Niveis de glutationa total (A), oxidada (B), reduzida (C) e relacdo redoz
GSH/GSSG (D) em homogenato hepatico das maes que receberam dieta controle (C),
proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacéo 63

Figura 15: Niveis hepaticos das enzimas superdxido dismutase (A), catalase (B),
glutationa peroxidase (C) e glutationa redutase (D) das mées que receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactagdo----------------- 64

Figura 16: Conteudo absoluto de catecolaminas na adrenal (A) e conteudo relativo
de catecolaminas pela massa da glandula adrenal (B) das mées que receberam
dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacao----- 65



Figura 17: Consumo de racéo (A) e massa corporal da prole durante a lactacao (B)
e até a vida adulta (C), cujas mées receberam dieta controle (C), proteina isolada de
soja (PIS) e soja (S) durante a lactagdo.----------------------------- - ---- 66

Figura 18: Niveis hepaticos de triglicerideo (A) e colesterol total (B) das proles aos
21 e 150 dias cujas méaes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja
(PIS) e soja (S) durante a lactagan.--------=--==-====mmmmm s 67

Figura 19: Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em
homogenato das proles aos 21 e 150 dias cujas mées receberam dieta controle (C),
proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacao -- 68

Figura 20: Niveis de glutationa total (A), oxidada (B), reduzida (C) e relagéo redoz
GSH/GSSG (D) em homogenato hepatico das proles aos 21 e 150 dias cujas maes
receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a
=T 1= Lo T 69

Figura 21: Niveis hepaticos das enzimas superoxido dismutase (A), catalase (B),
glutationa peroxidase (C) e glutationa redutase (D) das proles aos 21 e 150 dias
cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S)
durante a laCtaGa0. ---=-=-=-===mmm o 70

Figura 22: Conteudo absoluto das catecolaminas na glandula adrenal (A), contetdo
relativo das catecolaminas pela massa da adrenal (B) das proles aos 21 e 150 dias
de idade, cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e
soja (S) durante a laCtaga0. --==-==========mmm s 71

Figura 23: Expressdo da enzima tirosina hidroxilase na adrenal da prole aos 150
dias de idade, cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja
(PIS) e soja (S) durante a lactagan. --------==-======mmmm s 72

Figura 24: Secrecéo basal de catecolaminas em pM (A) e ng/mg da glandula (B) na
medula adrenal da prole aos 150 dias de idade, cujas méaes receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados
experimentais foram obtidos e e e 73

Figura 25: Catecolaminas secretadas in vitro. Secrecédo estimulada por 25mM de
cafeina ou 30mM de potassio ou 50mM de carbamilcolina na medula adrenal da
prole aos 150 dias de idade, cujas maes receberam dieta controle (C), proteina
isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactag@o--------=-=-======-===m-mmememmmmmeee 73



LISTA DE TABELAS
pagina
Tabela 1: Composicao das dietas dos grupos experimentais.-------------------------- 52

Tabela 2: Concentracdes séricas de 17 B-estradiol das ratas lactantes C, PIS e S ao
final da lactacédo e indices de aterogenicidade.---------------- e 62

Tabela 3: indices de aterogenicidade das proles C, PIS e S aos 21 dias e 150 dias de
idade. 68

Tabela 4. Resumo dos resultados do consumo de S e PIS durante a lactacdo nas

mées e proles aos 21 e 150 dias de idade------=-========mmmmmmmmmm oo 74



SUMARIO

1. INTRODUGAQ------mmmmmmmmmmmmmmmeeeeee mmmemmmmemmmmenmmmenseemeeemmeneemeeee——————————————nnn
2. REVISAO DE LITERATURA-------====mmmmmmeeemee oo e
2.1. GLANDULA ADRENAL: SINTESE E SECRECAO DE CATECOLAMINAS-------------
2.1.1. Efeito das catecolaminas no organismo — Enfase no metabolismo
Energético e e e
2.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO-----------=-=------~
2.3. SOJA: COMPOSICAO NUTRICIONAL E FITOQUIMICA S —
2.3.1. As isoflavonas da S0ja-------m-m-mmmmmmm oo
2.4. SOJA: EFEITOS ENDOCRINOS E METABOLICOS NO ORGANIMO------------------
2.4.1. Acdo sobre a sintese e secrecgéo de catecolaminas da medula adrenal------
2.4.2. Acdo sobre o metabolismo energético e e
2.4.3. Ac&o sobre resposta antioxidant@--------------m-mmm oo
2.5. SOJA E PROGRAMAGCAO METABOLICA-------nnnnmmmmmmmmmmm e
3. OBJIE T IV O S - mmmm oo e
3.1. OBIETIVO GERAL--------nnmmmmmmmmmmmemmmccc e S
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS------nnnnmmmmmm oo
4, METODOLOGIA---=mmmmmmmmmm e e
4.1. CUIDADOS ETICOS-nnmmmmm e
4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL----nnnnnnmmmmmmmmmmmmmmmmcccommmomc e
4.3. RACOES EXPERIMENTAIS mememmmeee- e
4.4. AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL------=nnnmmmmmmmmmmmmmmcmm e
4.5. AVALIAGAO HORMONAL ----=====mmmmm oo
4.6. INDECES DE ATEROGENICIDADE ------==nnsmmmm e

4.7. AVALIACAO DO TRIGLICERIDEO E COLESTEROL HEPATICOS
4.8. BIOMARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO E ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NO TECIDO HEPATICO
4.8.1 Peroxidacéo lipidica por TBARS (Thiobarbituric acid reactive

substances)-------------- e
4.8.2. Glutationa total, oxidada (GSSG) e reduzida (GSH)----------=--=-=-==mmmmmmmmemev
4.8.3. Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPX) --------=---===mmmmmmmmmmmmmeeo
4.8.4. Atividade da enzima Glutationa Redutase (GR) e

4.8.5. Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) ------------==-mmmmmmmmmmmmmmee

4.8.6. Atividade da enzima Catalase (CAT)



4.9. AVALIACAO DA FUNCAO DA MEDULA ADRENAL a— mm e e 57

4.9.1. Analise in vitro da secrecédo de catecolaminas----------=-======mmmmmmmmmmmmmeeeee 58
4.9.2. Dosagem de catecolaminas totaiS----------==-=mmmmmmm oo 59
4.9.3. Expresséao da Tirosina Hidroxilase na adrenal e 60
4.10. ANALISE ESTATISTICA 60
5. RESULT AD O S mm oo oo oo o e oo 61
5.1. EFEITOS DO CONSUMO DE SOJA OU PROTEINA ISOLADA DE SOJA DURANTE
A LACTACAO NAS RATAS (MAES) 61
5.1.1. Estado nutricional e cnsumo de isoflavonas 61

5.1.2. Concentragdes séricas de 17 B-estradiol e indices de Aterogenicidade

M AL N O === === e e ---------- 61

5.1.3. Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

no figado 62

5.1.4. Avaliacao da funcéao adrenal 64
5.2. EFEITO DO CONSUMO MATERNO DE SOJA OU PROTEINA ISOLADA DE SOJA

NA LACTAC;AO NA PROGENIE AO DESMAME E IDADE ADULTA 65

5.2.1. Estado nutricional 65

5.2.2. Conteudo hepético de colesterol e trigliceride0s------------==-mmmmmmmmmmmmmmeeev 66

5.2.3. indices de Aterogenicidade 67
5.2.4. Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

no figado 68

5.2.5. Avaliacao da funcao adrenal 71

6. DISCUSSAQ - oo 75

7. CONCLUSAD----nmmmmmm oo 87

8. REFERENCIA S~ s 88




17

1.INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € considerada um alimento de alto valor
nutricional sendo também rica em varios fitoquimicos, tendo como destaque as
isoflavonas. Estas sdo denominadas também de fitoestrogénios, uma vez que
podem reagir com receptores estrogénicos (RE) devido sua similaridade estrutural
com o 17-B estradiol (KUIPER et al., 1998; MIURA et al., 2001; KOSTELAC et al.,
2003; SUCHETA et al., 2014; MELINA et al., 2016).

Os efeitos benéficos da soja tém sido atribuidos principalmente as isoflavonas
e a sua proteina, que também contém isoflavonas ligadas a sua estrutura. Estudos
em humanos e animais tém evidenciado que esta leguminosa apresenta agao
cardioprotetora, estando enquadrada como Alimento Funcional quando seu
consumo é associado a um estilo de vida saudavel (FDA, 1999; BRASIL, 2005;
JAVANBAKHT, 2014).

Dentre 0s mecanismos relacionados a prevencdo de doencas
cardiovasculares (DCV) e reducao da aterosclerose por esta leguminosa ou por seus
componentes, destaca-se os seus efeitos positivos sobre o metabolismo lipidico,
com reducao nas concentracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c); sobre
a resposta antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo, além de melhora na
reatividade vascular (BARBOSA et al., 2006; ERBA et al., 2012; JAVANBAKHT et
al., 2014). Além desses, tem sido visto melhora do perfil glicémico, diminuicdo da
esteatose hepatica e da adiposidade corporal, as quais também podem contribuir
indiretamente na prevencdo dessas doencas (DAVIS, 2005; NORIEGA-LOPEZ et
al., 2007; CEDERROTH et al., 2008; SIMMEN et al., 2010; ERBA et al., 2012,
JUNGBAUER e MEDJAKOVIC, 2014; MAHMOUD et al., 2014; TSE e ESLICK,
2016; JAVANBAKHT et al.,2014).

Em funcéo desses beneficios, o consumo de soja e de suplementos com seus
componentes isolados, tém sido cada vez mais frequentes. Ressalta-se que a
exposicao a soja e seus produtos tém ocorrido cada vez mais precocemente, ja na
infancia. Varios produtos alimenticios consumidos por criangas contém soja ou seus
derivados em sua composi¢cdo (SETCHELL et al., 2001; GENOVESE e LAJOLO,
2002; MELINA et al., 2016).

Por outro lado, tem sido questionada a seguranca do consumo de alimentos

gue contém fitoestrégenos, especialmente em fases criticas do desenvolvimento
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(gestacéao e lactacdo) uma vez que podem atuar como desreguladores de sistemas
hormonais que controlam o desenvolvimento. Desta forma, podem interferir na vida
adulta, afetando o futuro metabdlico e hormonal da progénie (TOUSEN et al., 2006;
RUHLEN et al., 2008; TROINA et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2011; JEFFERSON
et al.,, 2012; PONTI, 2017). Esse fendmeno foi inicialmente chamado de
Programacao (BARKER, 1998) e, mais recentemente, ampliado para as Origens de
Desenvolvimento da Saude e da Doenca, ja que o ambiente perinatal pode contribuir
para melhora ou piora do estado de saude e doenca dos descendentes. Portanto, a
chave para uma vida saudavel parece ser iniciada durante este periodo vulneravel
(ROSENFELD, 2017).

Recentemente, estudo do nosso grupo evidenciou que o consumo materno de
soja na lactacdo alterou o conteudo lipidico do leite das ratas, programando a prole
adulta para um fenétipo de menor risco metabdlico, sendo observado reducédo dos
niveis de colesterol total e LDL-colesterol, e também parece proteger a progénie de
alteracdes no metabolismo glicidico apesar de maior contetdo lipidico sérico. Ja a
progénie cuja mae recebeu proteina isolada de soja (PIS) foi programada para um
fenotipo considerado de risco metabdlico, uma vez que apresentaram
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, além de reducdo na
massa proteica corporal e conteado mineral total (VIEIRA, 2016; VIEIRA et al.,
2018).

Os mediadores envolvidos nestas alteracbes nao foram ainda determinados.
Como as catecolaminas tém papel central no metabolismo lipidico e glicidico, e h&a
estudos in vitro mostrando que as isoflavonas da soja, em baixas concentragdes,
parecem estimular a sintese desses hormodnios (LIU et al., 2007), torna-se
necessario avaliar a funcédo da medula adrenal neste modelo.

Adicionalmente, jA esta descrito que as isoflavonas da soja tém acao
antioxidante, uma vez que aumentam a atividade das enzimas glutationa peroxidase
e superoxido dismutase, e diminui a peroxidagédo lipidica (QIAN et al., 2012; YOON e
PARQUE, 2014) sendo interessante também avaliar estes parametros.

Ressalta-se que néo temos conhecimento de estudos em modelos animais
avaliando as consequéncias em longo prazo da exposi¢cao a soja ou a sua proteina
isolada na lactacdo, sobre a funcdo da medula adrenal e atividade antioxidante, os

quais sdo parametros intimamente relacionados com a prote¢do cardiovascular, e
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que podem estar relacionados com algumas alteracées observadas anteriormente
neste modelo.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo de uma
dieta a base de soja e de uma dieta a base de proteina isolada de soja (PIS) durante
a lactacdo sobre a funcdo da medula adrenal, atividade antioxidante e indices de
aterogenicidade em ratas lactantes e suas proles ao desmame e na idade adulta.
Acreditamos que conhecer os efeitos da exposicdo a soja e de sua proteina em
fases criticas da vida pode ser importante para otimizar a promoc¢do a saude e

prevenir doengas cardiovasculares na vida adulta da prole.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. GLANDULA ADRENAL: SINTESE E SECRECAO DE CATECOLAMINAS

As glandulas adrenais possuem dois tecidos diferentes quanto a histologia,
bioguimica e caracteristicas funcionais. Esses tecidos sdo a medula adrenal -
localizada centralmente, responsavel pela secrecédo das catecolaminas - e 0 cortex
adrenal - na periferia, responsavel por produzir hormdnios esteroides. Ambos os
tecidos estdo envolvidos em diferentes aspectos do metabolismo através de
hormonios. (DOUGLAS, 2006).

A medula adrenal é derivada de células ganglionares simpaticas da crista
neural e tem capacidade de sintetizar as catecolaminas, que sdo substancias com
um nucleo catecol (benzénico com duas hidroxilas) e uma amina (NH2) na cadeia
lateral. As principais s&o a adrenalina, a noradrenalina e a dopamina (DOUGLAS,
2006).

A medula adrenal é inervada por neurbnios simpaticos pré-ganglionares
colinérgicos. Ela é composta quase inteiramente de células cromafins, responsaveis
por secretar noradrenalina e adrenalina (NONOGAKI, 2000; SILVA, 2005; LI, 2015).

A biossintese das catecolaminas (Figura 1) se inicia com o aminoacido
tirosina, que sofre acdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) e é convertido em DOPA
(diidroxifenilalanina), onde entra em acdo a dopa-descarboxilase, a transformando
em dopamina (diidroxifenilalanina). Para a formacdo da noradrenalina ocorre acao
da dopamina-B-hidroxilase. Para a formacéo de adrenalina, entra também em acao a
enzima feniletanolanina-N-metil-transferase (PNMT), que acrescenta uma metila a
amina da cadeia lateral da noroadrenalina. A secrecdo de adrenalina e
noradrenalina é feita por células diferentes. As células que possuem PNMT
secretam a adrenalina e aqueles sem PNMT secretam noradrenalina (SILVA, 2005;
DOUGLAS, 2006; TEKIN et al, 2014; VERBERNE et al., 2016).

A medula adrenal e o sistema nervoso simpatico (SNS) possuem a mesma
origem embrionaria, portanto apresentam diversas caracteristicas em comum
(LOURENCO e FORTUNATO, 2005). Os neurdnios simpaticos da medula espinhal
comunicam-se com 0S heurdnios simpaticos periféricos atraves de ganglios
simpaticos - aglomerado de corpos celulares - por sinapses quimicas. Por

conseguinte, os neurbnios simpaticos da medula sdo chamados neurénios pré-



21

sinpticos ou pré-ganglionares, e neurdnios simpéticos periféricos sdo denominados
de neurdnios pos-sindpticos ou pds-ganglionares. Nas sinapses dentro dos ganglios
simpaticos, 0s neurdnios simpaticos pré-ganglionares libertam acetilcolina (Ach), que
ativam os receptores nicotinicos resultando na entrada de Ca?* por canais sensiveis
a voltagem - os subtipos de canal de calcio podem exibir diferentes agées no
controle da secrecdo - ou por mecanismos independentes da despolarizacdo da
membrana plasmatica (GARCIA et al., 2006; MORENO, 2016).

As células cromafins da medula adrenal expressam diversos subtipos de
canais de célcio (T, L, N, P/Q, R), que sdo classificadas de acordo com sua
amplitude de ativacdo, e dependendo do tipo de canal, pode-se gerar maior
favorecimento da secrecdo. Estes variam de acordo com cada espécie, padrao de
estimulacao e tipo celular (noroadrenérgico ou adrenérgico). Assim, a secrecao de
catecolaminas € controlada de forma diferente, de acordo com os canais de calcio
expressos pelas células (GARCIA et al., 2006).

Em relacdo aos mecanismos independentes, sabe-se que quando as
catecolaminas (neurotransmissores) se ligam aos receptores adrenérgicos do tipo
al, a proteina G ativa a enzima fosfolipase C (PLC), gerando a quebra dos
fosfolipidios de membrana, formando trifosfoinositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3
abre os canais de calcio no reticulo endoplasmatico, promovendo liberacdo do Ca*
para o citoplasma. Assim, as catecolaminas séo secretadas pelas células cromafins
e podem exercer suas fun¢des nos 6rgaos-alvo. Entretanto, esse mecanismo ocorre
em menor grau (NELSON e COX, 2011).

Independente da maneira, o aumento no Ca?* citosético é fundamental para a
liberacdo de catecolamina pelas células cromafins (WAKADE, 1981; DOUGLAS,
2006; ORBAN et al, 2015).

As catecolaminas sdo fundamentais no preparo do organismo para um
periodo de atividade imediata e intensa, preparando-o para sobrevivéncia em
momentos de “luta ou fuga” ou durante hipoglicemia grave, hemorragia, infarto
agudo do miocéardio ou outros conflitos estressantes. Entre outras adaptacdes, as
catecolaminas promovem: ativacdo do estado geral de vigilia, aumento da pressao
arterial, da frequéncia cardiaca, da forca de contragcdo do miocardio, do fluxo
sanguineo para o musculo esquelético, da dilatacdo de pupilas e bronquiolos e da

mobilizacdo da glicose para a corrente sanguinea, diminuicdo do peristaltismo,
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inibicdo do reflexo de miccdo, lipdlise e sudorese (MOURAO JR e ABRANMOV,
2011; DIEGO et al., 2008; GARCIA et al., 2006).

Célula cromafin da

ma nervoso
Sistema:ne medula drenal

simpatico

1

Neuro-hormonios
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Figura 1: Via da biossintese de catecolaminas. Re: Reticulo endoplasmatico. Ca*?:
Calcio. Fonte: Adaptado de Poian e Carvalho-Alves (2005).

Entretanto, a concentragdo de catecolaminas deve ser controlada e
apropriada para os 6rgdos que precisam se adaptar ao estresse mental ou fisico,
assim € necessario um controle preciso e eficiente de sua secre¢cdo. Um aumento
descontrolado da secrecdo de catecolaminas pode gerar crise hipertensiva, arritmias
e danos no miocardio (GARCIA et al., 2006).

Segundo Diego et al (2008) para manter os niveis circulantes de
catecolaminas, em condi¢bes basais, suficientes para manter a presséo arterial
normal e a homeostase cardiovascular, a medula adrenal secreta cerca de 0,2 pg

kg * min -1 de adrenalina e cerca de 0,05 ug kg min- de noradrenalina por
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impulsos nervosos a cada poucos segundos. Os 6rgaos sdo estimulados por duas
maneiras: diretamente pelos nervos simpéticos e indiretamente pelos hormdnios
medulares adrenais. Estes mecanismos oferecem segurancga, pois um pode ser
substituindo pelo outro em situacdes de falta. Sob a situacdo necessarias, €
produzida uma descarga em massa de grandes por¢cdes do sistema nervoso
simpatico e da medula adrenal, levando & uma secre¢do maior de catecolaminas.

A resposta do SNS ocorre através de neurotransmissores catecolaminérgicos,
e da glandula adrenal por hormonios com a finalidade de alcancar todos os 6rgaos
alvos, via corrente sanguinea (LOURENCO e FORTUNATO, 2005; MOURAO JR e
ABRANMOV, 2011).

Ja foi mostrado que a sintese de CA induzida pela ACh esta associada com
a ativacdo da TH nas células adrenais bovinas (LI et al., 2015) e que a TH é
regulada por duas formas diferentes: regulagdo de médio a longo prazo da
expressdo génica e regulacdo a curto prazo da atividade enzimatica (KUMER e
VRANA, 1996). A ativacdo de TH pela fosforilacdo é o principal mecanismo
responsavel pela manutencdo dos niveis de CA nos tecidos. A TH é regulada de
forma aguda pela sua fosforilagdo em Ser8, Serl9, Ser31 e Ser40 através de uma
variedade de proteinas quinases (CAMPBELL et al., 1986; DUNKLEY et al., 2004;
TEKIN et al., 2014).

A catecolamina mais presente no sangue é a adrenalina devido a maioria das
células encontradas na medula adrenal serem cromafins com PNMT (NONOGAKI,
2000; SILVA, 2005; HOOK et al., 2015), entretanto sua meia vida € curta devido a
rapida destruicdo ou eliminacao pela urina, deixando assim 0s niveis sanguineos de
catecolaminas baixos (ng/ml). As enzimas responsaveis por sua degradacao, que
ocorre principalmente no figado e no rim, sdo a COMT (catecol-O-metiltransferase)
que age metilando-as e a MAO (monoamino-oxidase), que age oxidando-as,
terminando assim o metabolismo das catecolaminas (SILVA, 2005).

2.1.1. Efeito das catecolaminas no organismo — Enfase no metabolismo

energeético

As catecolaminas exercem seus efeitos via receptores celulares,

denominados a e 3 receptores adrenérgicos (RA), que estdo presentes em diversos
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tecidos. Os receptores adrenérgicos sao acoplados a proteina G transmembranar e
medeiam os efeitos das catecolaminas (noradrenalina, adrenalina). A adrenalina e
noradrenalina apresentam afinidades distintas com 0s receptores, portanto, as
diferencas nas acGes das catecolaminas podem ser explicadas pela existéncia de
receptores distintos nos tecidos (SHI et al., 2016; VERBERNE et al., 2016;
MORALES-CANE et al., 2016).

A estimulacédo de receptores adrenérgicos por catecolaminas regula diversos
processos fisioldgicos, incluindo a taxa de batimento cardiaco e sua forca de
contracdo, tbnus de musculo liso vascular e brénquico, metabolismo energético e
atividades neuronais centrais (XIAO, 2006).

As catecolaminas desempenham papel importante na regulacdo do
metabolismo energético, em especial sobre o metabolismo glicidico e de lipideos,
sendo que cada tecido tem uma resposta especifica a essa regulacdo. De modo
geral, estimulam a lipolise, cetogénese, termogénese, glicdlise muscular, além de
aumentar a producéo de glicose no figado a partir da ativacdo da glicogendlise e da
gliconeogénese (NONOGAKI, 2000).

No figado a adrenalina se liga a B-RA e ativa a adenilato-ciclase, enzima
responsavel por gerar AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O aumento deste
torna ativa a PKA (proteina quinase A), ativando a enzima glicogénio-fosforilase,
enzima envolvida nas vias gliconeogénese e glicogendlise. Também atua sobre a-
RA e inibe a enzima glicogénio-sintase, diminuindo a sintese de glicogénio
(NONOGAKI, 2000; NELSON e COX, 2011; BERG, 2012) (Figura 2). Desta forma, a
adrenalina € um importante contribuinte para a producdo de glicose hepatica no
estado de jejum.

A gliconeogénese hepéatica responde a concentracdo de noradrenalina, que
esta relacionado com o0 aumento de lactato e (glicerol, percussores da
gliconeogénese, liberados pelos tecidos periféricos (NONOGAKI, 2000; BERG,
2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morales-Can%26%23x000e9%3B%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27982306
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Figura 2: Efeito das catecolaminas sobre mobiliza¢do do glicogénio hepatico. Fonte:
Ferreira, et al. (2015).

Tanto em humanos como em roedores, a producdo de glicose hepatica no
estado basal é controlada através da inibicdo pela insulina e estimulagéo por varios
fatores contra-reguladores, incluindo catecolaminas liberadas pelo SNS e medula
adrenal. A adrenalina tem efeito na inibicdo da secrec¢ao de insulina nas células 3
das ilhotas de Langerhans do pancreas e estimula a secrecdo de glucagon nas
células a (Figura 3) (NONOGAKI, 2000, DOUGLAS, 2006).

Contudo, estudos mostram que as catecolaminas prejudicam a tolerancia a
glicose por inibicdo da secrecdo de insulina (SHI, et al., 2016) ou por resisténcia a
insulina (GRASSI et al., 2010), aumentando a producéo de glicose hepatica através
de estimulacdo tanto da gliconeogénese como da glicogendlise, como elucidado
acima (NONOGAKI, 2000; SHI et al., 2016). Assim, a adrenalina é susceptivel de
mascarar a secrecao de insulina e suas acoes, levando a hiperglicemia aguda
(NONOGAKI, 2000).
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Figura 3: Efeito das catecolaminas sobre o metabolismo de glicose no figado:
glicogendlise (A) e glicogeonénese (B). G-1-P: glicose-1-fosfato/ G-6-P: glicose-6-
fosfato. Fonte: Adaptado Nonogaki (2000).

No tecido adiposo a adrenalina estimula a lipdlise via B-RA, seguido pela
ativacdo da adenilato-ciclase e aumento de AMPc, que promove a fosforilacdo da
lipase-horménio-sensivel (LPS), ativando-a (Figura 4) (NONOGAKI, 2000;
DOUGLAS, 2006). Entretanto, quando se ligam no a-RA, as catecolaminas inibem a
lipélise (BOYDA et al., 2013).

Como consequéncia a acao das catecolaminas no tecido adiposo ocorre a
liberacdo de glicerol e acidos graxos na corrente sanguinea, bem como diminuicéo
da biossintese destes. Além disso, as catecolaminas atuam na termogénese,
ativando as UCPs (proteinas desaclopadoras) (Figura 4). A UCP-1, presente do
tecido adiposo marrom, acelera o retorno de prétons para a matriz mitocondrial,
fazendo com que a maior parte da energia proveniente do ciclo de Krebs e, por
conseguinte, da oxidagcao dos substratos energéticos, seja perdida na forma de calor
(BIANCO, 2000).

Outro efeito da adrenalina esta relacionado com a atuacdo da lipoproteina
lipase (LPL), enzima vinculada ao metabolismo de lipoproteinas. Esta catecolamina

aumenta a atividade desta enzima no muasculo gerando assim um aumento na
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oxidacdo total de lipideos (Figura 4). Ja no tecido adiposo, as catecolaminas
parecem inibir a atividade da lipoproteina lipase, inibindo assim a lipogénese neste
tecido (POIAN e CARVALHO-ALVES, 2005).

SISTEMA NERVOSO CENTRAL

.

SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

,

MEDULA ADRENAL

'

CATECOLAMINAS

~ LPL
LPS GLICOGENIO

mUscuLo

AG+Glicerol

TERMOGENESE *receptor adrenérgico
Figura 4: Efeito das catecolaminas sobre o metabolismo lipidico. G-6-P: glicose-6-

fosfato; 1: Tecido adiposo branco (TG); 2: Tecido adiposo marrom (UCP-1); AG:
Acido graxo; LPS: lipase-horménio-sensivel; LPL: lipoproteina lipase. Fonte:
Adaptado Nonogaki (2000).

2.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) em baixas concentracoes,
desempenham importantes papeis fisiolégicos como atuacdo em mecanismos de
defesa contra agentes infecciosos e modulacdo de vias de sinalizacdo redox
(HALLIWELL, 2007). Entretanto, quando sua producdo é excessiva pode ser
prejudicial ao organismo, uma vez que gera estresse oxidativo. A expressao
"estresse oxidativo" descreve o resultado de uma ampliagdo da producédo de EROs
e/ou uma reducao de sua eliminacao, levando a uma série de doencas, com base no
fato de que sao perigosas para as ceélulas, tecidos e orgaos. Jones (2006), baseado
no papel das EROs nas vias de defesa celulares, caracteriza estresse oxidativo

como “disfungao da sinalizagao redox e mecanismos de controle”.
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Quando a producdo de EROs supera a capacidade de acdo dos
antioxidantes, pode levar a oxidacdo de biomoléculas como de lipideos, proteinas,
acido desoxirribonucléico (DNA) e gerar disfuncdo endotelial. Esssas alteracdes
podem impedir funcbes importantes como propriedades vasorrelaxantes,
anticoagulantes e anti-inflamatérias, que estdo associadas a DCV (ENDERMAN e
SCHIFRIN, 2004; WIDLANSKY et al, 2003). Um aumento no estresse oxidativo
parece contribuir para o desencadeamento de mecanismos relacionados com o
desenvolvimento de doencas crbnicas. Portanto, deve ser controlado, evitando que
os danos causados por radicais livres sejam amplificados (BARBOSA, 2006; AZZI,
2007, YOON e PARQUE, 2014).

As principais EROs sdo o anion superoxido (O2), o perdoxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OH), que apresentam um elétron desemparelhado em
sua molécula (SIES e STAHL, 1995; HALLIWELL, 1992). Os antioxidantes s&o
definidos como substéncias capazes de atrasar ou inibir a oxidacdo de maneira
eficaz que podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos radicais livres e
espécies ndo-radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos,
portanto, o sistema de defesa antioxidante é composto de elementos enzimaticos e
ndo-enziméticos (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).

O sistema de defesa enzimatico (Figura 5) inclui as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR). A SOD atua na conversdo do Oz - que é gerado na mitocdndria através da
cadeia respiratoria e pelas enzimas NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) - em H20:2 que é difundido pela membrana mitocondrial e sofre agdo da CAT
(peroxissomos) ou GPx (mitocondria) (NAUDI et al., 2011). A CAT é responsavel
pela transformacdo do H202 em &gua e oxigénio. A glutationa esta presente no
organismo de duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSH). A glutationa na
forma reduzida, ao sofrer acdo da GPx a fim de eliminar o H202, se converte para
seu estado oxidado ao doar hidrogénio. Assim, torna-se necessério a presenca de
outra enzima para gereneracao da glutationa reduzida, que € a glutationa redutase a
qual utiliza o NADPH como cofator, objetivando continuo ciclo metabdlico da
glutationa (JOHANSEN et al., 2005).
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Figura 5: Integracdo dos sistemas de defesa enziméticos. SOD: Superoxido
dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase;
GSH: Glutationa reduzida; GSSG: Glutationa oxidada. Fonte: Adaptado de Barbosa,
et al (2011).

Além dos componentes enzimaticos que atuam na resposta antioxidante, ha
0S componentes antioxidantes ndo enzimaticos, encontrados principalmente em
alimentos in natura. Dentre estes, os principais elucidados na literatura incluem
algumas vitaminas - C, E e A - e alguns compostos bioativos - carotenoides,
flavonoides, outros polifenois (OLIVEIRA et al., 2009). Os flavonoides (isoflavonas)
presentes na soja tém sido destacados como importantes agentes naturais
antioxidantes.

Estudos mostram que a eficiéncia da atividade antioxidante dos compostos
bioativos de alimentos é influenciada por diversos fatores: genéticos, condi¢cdes
ambientais, grau de maturacdo e variedade da planta, pelo substrato, solvente e
técnica de extracdo utilizada, pelo binbmio tempo-temperatura, da estrutura quimica,
do posicionamento dos grupos substituintes, do grau de hidroxilacdo e de sua
concentracdo no alimento (HU et al, 1995; VINSON et al., 2001; LOTITO e FREI,
2004; FURUSAWA et al., 2005; MOREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar de alguns estudos ressaltarem o uso de nutrientes isolados como
antioxidantes, sabe-se gque os alimentos detém uma diversidade de substancias que
podem atuar em sinergismo na protecdo celular e tecidual contra danos
provenientes das EROs. Assim, o consumo integral dos alimentos ricos em
nutrientes e compostos antioxidantes, parece ser a primeira escolha para reforgar as
defesas antioxidantes do organismo (NIKI et al., 1995; HERCBERG et al., 1998).

Desta forma, é de fundamental interesse o desenvolvimento de estudos que avaliem
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0 impacto do consumo de alimentos sobre a defesa antioxidante em diversas fases

da vida, em especial nas fases de desenvolvimento.

2.3. SOJA: COMPOSICAO NUTRICIONAL E FITOQUIMICA

De acordo com o Ministério da Agricultura, a soja é cultivada principalmente
nas regibes Centro Oeste e Sul do pais e se destaca na agricultura pela sua
crescente produtividade no Brasil, que ja ocupa a segunda posi¢cao no ranque entre
0s maiores produtores do mundo (EMBRAPA, 2017). Além de estar presente na
fabricacéo de racdes animais, a soja e seus derivados sé&o cada vez mais frequentes
na alimentacdo humana, especialmente como constituinte de alimentos
processados, sendo estimado que 60% desses alimentos possuem soja em sua
composicao (SETCHELL et al., 2001; GENOVESE e LAJOLO, 2002; BRASIL, 2017,
PONTI, 2017).

A soja apresenta elevado teor de gorduras (20%), e proteinas (40%)
comparada as demais leguminosas cozidas como os feijoes, lentilhas e ervilhas, que
apresentam em média 5% de proteina e 0,5% de gordura (TACO, 2011). A proteina
presente na soja é considerada de alta qualidade devido ao perfil de aminoacidos e
digestibilidade, sendo rica em lisina, o que € importante para completar a deficiéncia
de lisina dos cereais, e limitada em metionina, assim como as demais leguminosas
(HUGHES et al, 2011; SUCHETA et al., 2014; RUTHERFURD et al., 2015).

Em relacdo ao carboidrato, os graos de soja sado constituidos principalmente
pelo oligossacarideo estaquiose, que por ndo ser completamente digerido pelos
seres humanos, estimula o crescimento de bifidobactérias, podendo, assim, ser
considerado um prébidtico e um bom alimento para diabéticos, pois ajuda no
controle da glicemia (KARR-LILIENTHAL et al., 2005). J4 o teor de lipideos é
composto por aproximadamente 10% a 15% de acidos graxos saturados, 19% a
41% monoinsaturados e 46% a 62% de &cidos graxos poli-insaturados, sendo
considerado um alimento fonte de acidos graxos essenciais (SUCHETA et al., 2014;
MELINA et al., 2016). Variagdes nos teores de nutrientes estdo relacionadas a
diversos fatores como época do ano, tipo de plantio, solo, regido, clima, entre outros.
A soja é boa fonte também de ferro, potassio, magnésio, zinco, cobre, fosforo,

manganés e vitaminas do complexo B (SUCHETA et al., 2014).
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Esta leguminosa além de seu alto valor nutricional possui em sua composi¢ao
diversos compostos fitoquimicos como: isoflavonas, saponinas!, compostos
fendlicos?, inibidores de proteases®, fitatos* e fitosterdis®. Estudos mostram que
alguns desses compostos, principalmente as isoflavonas, atuam na reducdo dos
riscos de diversas doencas cronicas e degenerativas (TSE e ESLICK, 2016; MELINA
et al., 2016). A FDA (Food and Drugs Administration) oficializou a soja, em 1999,
como alimento com potencial terapéutico na prevencdo de doencas do coracéo,
enquadrando-a como um Alimento Funcional (EMBRAPA, 2017). No Brasil, em
2005, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reportou que o consumo diario de
259 de proteina de soja é capaz de proteger contra o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (BRASIL, 2005). E importante salientar que ambas as instituicbes
fazem associacdo do eu consumo com um “estilo de vida saudavel” para promocéao

da cardioprotecgao.

2.3.1. As isoflavonas da soja

A soja é uma fonte alimentar de isoflavonas, sendo vérios dos efeitos
benéficos da soja atribuidos a estes flavonoides. Suas isoflavonas predominantes
sdo a genistina, a daidzina e a glicitina - 50%, 40% e 10% do conteudo total de
isoflavona de soja, respectivamente -, encontradas na forma glicidica, ou seja, ligada
a uma molécula de glicose. Ap6s a ingestao, as isoflavonas da soja sofrem hidrolise
pelas enzimas B-glicosidases, que sao produzidas no intestino delgado e pela
microbiota intestinal, liberando as formas agliconas, que s&@o as substancias
bioativas: genisteina, daidzeina e gliciteina (Figura 6) (CAVALLINI e ROSS, 2009;
BARNES, 2010; JARRELL et al.,, 2012; MAHMOUD et al. 2014; MELINA et al.,
2016).

As agliconas séo absorvidas a partir do intestino delgado. Apds sua absorcao
no trato gastrointestinal, as isoflavonas sdo conjugadas com &acido glicurénico ou

acido sulfurico, em reacédo catalisada pela UDP-glicuroniltransferase (UGT) ou pela

! Glicosideos do metabolismo secundério vegetal, caracterizado pela formacdo de espuma, tendo propriedade
detergente e surfactantes. Reduz colesterol, anti-inflamatdria e antivirais.

2 Antioxidantes que combatem o envelhecimento celular.

3 Capazes de inibir a atividade catalitica de enzimas proteoliticas. Fun¢3o inseticida.

4 Na planta é utilizado para armazenar fésforo. E quelante de alguns minerais.

5 Esterdis presentes nas plantas. Competem com o colesterol da dieta, reduzindo sua absor¢3o.
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sulfotransferase (SULT), podendo ocorrer no epitélio intestinal ou no figado
(RIMBACH et al., 2004; BARNES, 2010).

No lumén, a genisteina é convertida a p-etilfenol e 4-hidroxi-fenil-2acido
propionico. Ja a daidzeina é hidrogenada, dando origem a diidrodaidzeina (DHD),
que é transformada em O-desmetilangolensina (O-DMA) ou equol (CAVALLINI e
ROSS, 2009). O equol é formado pela acdo de bactérias especificas da regido distal
do intestino e célon, mas ndo € produzida por todos o0s seres humanos que
consomem a soja, pois sdo necessarias o0timas condi¢cdes no trato grastrointestinal
para as reacdes de reducdo e desoxigenacado transformarem a daidzeina em equol
(BROWN et al., 2014). Estudos mostram que individuos que incluem alimentos a
base de soja em sua dieta rotineiramente apresentam maior probabilidade de

produzi-lo (YUAN, 2007).
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Figura 6: Estrutura quimicas das isoflavonas da soja. Isaflavonas na forma glicidica:
genistina, daidzina e glicitina; como substancias bioativas: genisteina, daidzeina,
gliciteina e equol. Fonte: Mendes (2015).

As isoflavonas absorvidas sao agrupadas aos quilomicrons e distribuidas aos
tecidos, atingindo concentracdes séricas maximas entre 2 e 8 horas apos a ingestéo
da soja. Sua acdo ocorre em todas as células que contém receptores para
estrogenos (SETCHELL et al., 2003).

O metabolismo das isoflavonas pode sofrer alteracdes dependendo da
microbiota intestinal, da idade que foi ofertada (BROWN et al., 2014), da quantidade
de hidratos de carbono (MAHMOUD, et al. 2014), proteinas (VITALE et al., 2013) e
fibra alimentar da dieta (TEEKACHUNHATEAN et al., 2012) da persisténcia da
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lactase (YUAN, 2007), do processamento da soja (ALLRED et al., 2005) e
formulagdes utilizadas - soja, leite de soja, isoflavona pura - (VITALE et al., 2013),
0 que determina sua biodisponibilidade e variabilidade interpessoal
(CHANDRASEKHARAN e AGLIN, 2013).

As isoflavonas apresentam semelhanca a estrutura do estradiol. Devido a
essa semelhanca, as isoflavonas podem ligar-se aos receptores a e 3 do estrogénio
(a e B-RE) (JEFFERSON, 2012; LI et al., 2013; PONTI, 2017). No entanto, em
comparagao com estrogénios fisioldgicos, tais como 17B-estradiol, as isoflavonas
tém menor afinidade aos receptores celulares (BARNES, 2010; MAHMOUD et al.,
2014). Contudo, estudos mostram que essa ligacdo de baixa afinidade ja € suficiente
para as isoflavonas exercerem seus efeitos nos tecidos-alvo, e, inclusive, atravessar
a barreira placentaria e hematoencefalica (DOERGE et al., 2001; GU et al., 2005).
Ressalta-se, que as isoflavonas podem agir como agonistas ou antagonistas
estrogénicos dependendo da dose utilizada e do tecido alvo (KOSTELAC et al.,
2003).

Os agonistas de a-RE geralmente causam proliferacdo celular enquanto os
agonistas de B-RE causam a parada do ciclo celular e apoptose (ASCENZI et al.,
2006; HELDRING et al., 2007). Portanto, os fatores que modificam a
farmacocinética (absorcéo, distribuicdo, disposicdo, metabolismo e eliminacdo) das
isoflavonas orais sdo importantes na manutencdo do equilibrio entre os efeitos
benéficos e adversos das isoflavonas (CHANDRASEKHARAN e AGLIN, 2013).

Foi evidenciado que os efeitos dos estrogénios nas células normalmente
sdo iniciados pela ativacdo classica aos seus receptores que pertencem a
superfamilia de receptores de esterdides nucleares (a e (B-RE), atuando como
fatores de transcricdo, denominado efeito genémico (KUMAR et al., 2011). A
distribuicdo nos tecidos e as afinidades relativas de ligagdo de a-RE e B-RE
diferem, o que pode ajudar a explicar a acdo seletiva dos estrogénios em
diferentes tecidos (VITALE et al., 2013).

Entretanto, estudos mostram que também ocorrem mecanismos nao-
classicos (ndo gendmicos) de acdo nos RE, provavelmente em receptoress
extracelulares ligados a membrana, como, por exemplo, o receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (FILARDO et al. 2007; MADEO e MAGGIOLINI, 2010;
TOYOHIRA et al., 2010). Foi observado que, através deste receptor, o estrogénio

ativa diversas vias de sinalizacdo, como a estimulacao da adenilil-ciclase - envolvida
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no metabolismo energético -, de proteinas quinase e mobilizacdo de célcio
intracelular - relacionado a secre¢cdo de catecolaminas (SOLTYSIK e
CZEKAJ, 2013). Desta forma, as isoflavonas podem agir por mecanismos genémico

e ndo gendmico no organismo para causar seus desfechos (Figura 7).
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Figura 7: Mecanismo geral da acao das isoflavonas no organismo. Fonte: Adaptado
de Esteves e Monteiro (2001).

2.4. SOJA: EFEITOS ENDROCRINO E METABOLICO NO ORGANISMO

Vérios efeitos metabdlicos tém sido evidenciados com o consumo de soja ou
seus componentes isolados. Embora ndo haja consenso entre os autores, 0S
beneficios desta leguminosa tém sido atribuidos principalmente as isoflavonas e a
PIS, que também contém isoflavonas ligadas a sua estrutura (LIU et al.,, 2007;
PFAEHLER et al., 2012).

Estudos em humanos e animais mostram que ha reducéo do colesterol total,
colesterol LDL-c e triglicerideos (WEGGEMANS e TRAUTWEIN, 2003; DAVIS, 2005;
SIMMEN et al.,, 2010; CHI et al., 2016; YAN et al., 2017), além de redugédo do
estresse oxidativo, exercendo efeito protetor contra doencas cardiovasculares
(VEGA-LOPEZ, 2005; HEMENAN et al., 2007; SANTANA et al., 2008; ERBA, 2012;
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JAVANBAKHT, 2014). Tem sido demonstrado também, que as isoflavonas da soja,
podem apresentar propriedades anti-tumorais em diferentes linhagens celulares,
reduzindo canceres horménio dependentes e a reabsorcédo 6ssea (LAMARTINIERE
et al., 2002; NAGATA et al., 2006; TAYLOR et al., 2009; MAHMOUD et al., 2014;
TSE e ESLICK, 2016). Também ja foi observada redugdo da insulinemia e da
resisténcia a insulina, diminuicdo da esteatose hepatica, da adiposidade e do peso
corporal (BHATHENA e VELASQUEZ, 2002; NORIEGA-LOPEZ et al., 2007;
VELASQUEZ et al., 2007; CEDERROTH et al., 2007; CEDERROTH et al., 2008;
SIMMEN et al., 2010; JUNGBAUER e MEDJAKOVIC, 2014).

2.4.1. Acao sobre a sintese e secrecado de catecolaminas da medula adrenal

N&o ha estudos em modelos animais avaliando os efeitos do consumo de soja
sobre a funcdo da medula adrenal, sendo encontrados apenas poucos estudos
realizados in vitro sobre o efeito das isoflavonas isoladas na sintese e secrecao de
catecolaminas.

Liu et al (2007) demonstraram, in vitro, que a daidzeina em concentracdes
séricas humanas estimula a sintese de catecolaminas através de receptores de
estrogénio de membrana plasmatica, mas em altas concentracdes inibe a sintese de
catecolaminas e a secrecao induzida por acetilcolina na medula adrenal bovina.

Adicionalmente, Yanagihara et al (2008) também realizaram experimentacao
in vitro utilizando células da medula adrenal de bovinos com estimulagdo de
horménio estrogénico e dadzeina da soja. A incubacdo das células com o 17[3-
estradiol (na concentracdo de 10-100 nM) ou com daidzeina (na concentracdo de
0,01-1,0 uM) estimulou significativamente a sintese e secrecdo de catecolaminas.
Entretanto, em concentracbes elevadas (1, 10 e 100 yM) a daidzeina reduziu
expressivamente a secre¢ao de catecolaminas induzida pela acetilcolina. Uma
explicagdo sugerida seria que a daidzeina em altas concentracdes possam interagir
com canais ionicos por alteracdo das propriedades da membrana das células
medulares adrenais (YANAGIHARA et al., 2008).

Além disso, o efeito estimulador observado néo foi inibido por 1C1182,780 -
um inibidor do receptor do estrogénio classico - mas aboliu por U0126 - um inibidor

de receptor de membrana (ERK1/2) - e por H-89 - um inibidor da proteina quinase
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A (PKA) -, o que resultou em eliminar o efeito estimulador da daidzeina em células
da medula adrenal (LIU et al., 2007 ; YANAGIHARA et al., 2008 ).

Diante do exposto, é sugerido que a daidzeina em baixas concentracfes
parece estimular a sintese de catecolaminas, provavelmente via ativacdo da
enzima TH. O mecanismo proposto seria a ligagdo da isoflavona a receptores de
estrogénio na membrana, com consequente ativacao das vias ERK1/2 e/ou PKA 1,
com consequente ativacdo da TH (Figura 8). Por outro lado, em altas
concentracdes, a dadzeina parece inibir a sintese e secrecdo de catecolaminas
induzida por acetilcolina (LIU et al. 2007; YANAGIHARA et al., 2008).
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Figura 8: Cascata de eventos apds baixa dose de daidzeina se ligando aos
receptores de estrogénio de membrana (MRE) em células medulares adrenais.
ERK1/2: quinase 1 e 2 reguladas por receptor extracelular, PKA: proteina quinase
A, DOPA: L-3,4-diidroxifenilalanina, Epi/NE: Epinefrina (adrenalina) / norepinefrina
(noradrenalina). Fonte: Ajdzanovic (2015).

Tem sido evidenciado também efeito das isoflavonas sobre as
catecolaminas provenientes do SNS, conforme descrito por Toyohira et al. (2010).
Estes autores a partir de testes in vitro, com células de neuroblastoma (SK-N-SH) e

células COS-7° transfectadas com transportadores de noradrenalina (NAT),

6 Trata-se de uma linha celular semelhante a fibroblastos de rim de macaco adequada para
transfeccdo (Processo industrial de introducdo intencional de &cidos nucleicos nas células) (BCRJ,
2017).


http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00232-014-9745-x#CR34
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00232-014-9745-x#CR34

37

sugeriram que a genisteina, em concentracdo que se sobrepde parcialmente as
encontradas no plasma de individuos humanos aumenta a atividade de NAT na
membrana da superficie celular. Esse transportador (NAT) € uma proteina de
membrana plasmatica que regula a transmissdo sinaptica noradrenérgica por
reabsorcdo de noradrenalina (NA) na sinapse. Portanto, a genisteina aumenta a
reabsorcado de NA e reduz a sua concentracdo em neurdnios simpaticos, limitando
assim a resposta pos-sinaptica. (TOYOHIRA et al., 2010). Desta forma, € possivel
gue a genisteina influencie a transmissdo neuronal de NA através de regulacao
positiva das atividades do NAT.

A figura 9 resume 0s mecanismos de acao do estrogénio e fitoestrogénios

na sintese, secrecdo e reabsorcdo de catecolaminas em células medulares

adrenais.
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Figura 9: Influéncias do estrogénio e fitoestrogénios na sintese, secrecdo e

\oln‘r dependent
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reabsorcéo de catecolaminas em células medulares adrenais. Canais de Sédio (Na*)
/ Canais de Célcio (Ca?*) / Transportador de noradrenalina (NAT) / Receptor de
membrana do estrogénio (MRE). ERK1/2: quinase 1 e 2 reguladas por receptor
extracelular; PKA: proteina quinase A, DOPA: L-3,4-diidroxifenilalanina,

Epi/NE: Epinefrina / norepinefrina. Fonte: Adaptado de Yanagihara et al. (2008).

Os resultados in vitro que mostram que a dadzeina em altas concentracdes

atenua a sintese e secregdo de catecolaminas, assim como os de Toyohira et al.
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(2010) em que a genisteina estimula a atividade de NAT e reduz a concentragédo
de noradrenalina, podem explicar parcialmente alguns efeitos positivos das
isoflavonas no organismo, como por exemplo cardioprotetor (WESTFALL e
WESTFALL 2005; AJDZANOVIC et al., 2015).

2.4.2. Acao sobre o metabolismo energético

Devido ao fato de termos evidenciados alteracbes importantes no
metabolismo lipidico anteriormente no modelo usado no presente trabalho (Vieira et
al., 2018), um dos focos deste estudo foi avaliar indices aterogénicos, que utilizam a
relacdo de lipideos séricos e acumulo de lipideo hepatico. Desta forma, cabe
discriminar mais detalhadamente o efeito da soja e seus componentes sobre o
metabolismo lipidico.

Em uma revisdo realizada por Torres et al. (2006) as alteracdes no
metabolismo lipidico pelo consumo de soja ou de seus componentes, principalmente a
proteina, séo relacionadas a diversos fatores como fonte proteica, perfil de aminoacidos
e teor de isoflavonas. Os principais efeitos das isoflavonas da soja sobre o metabolismo
lipidico parecem estar relacionados aos PPARSs (receptores ativados por proliferador de
peroxissoma), as C/EBP (proteinas de ligacdo ao intensificador de CCAAT - citosina -
citosine- adenosina -adenosine- timidina) e as SREBPs (proteinas de ligacdo aos
elementos reguladores de esterol).

Os PPARs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares que mudam a
velocidade de transcricdo de genes, e sdo expressos em diversos tecidos: tecido
adiposo marrom, figado, rins e masculos esqueléticos. Sua ativacdo esta envolvida na
sintese e armazenamento de lipideos, na B-oxidacdo e dissipacdo de energia
(NELSON e COX, 2011). As isoflavonas parecem ativar os PPARs resultando em
uma regulacéo positiva da adipogénese, da absorcéo de acidos graxos do plasma e
aumentando as concentragdes circulantes de adiponectina (TORRES et al., 2006).
As C/EBPB e C/EBP® atuam no estagio inicial da adipogénese para induzir a expressao
de PPARy (WANG et al., 2017).

Os SREBPs sao fundamentais para a homoeostase lipidica. SREBP-1a e -1c
regulam enzimas da biossintese de acidos graxos e triglicerideos. SREBP-2 estdo
relacionadas a absorcdo e biossintese de colesterol. S&o sintetizados no reticulo

endoplasmatico e acompanhados pela proteina de ativacdo de clivagem (SCAP)
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para o Golgi, para que se tornem transcricionalmente ativos. O SCAP é ativado
quando a concentracgédo intracelular de esterois é baixa ou pela presenca de insulina.
(WANG et al., 2017; TORRES et al., 2006).

A insulina é capaz de modular enzimas envolvidas na sintese ou absorcéo de
lipideos por regulagdo das SREBPSs. Linhas de evidéncia sugerem que a insulina
estimula a sintese de acidos graxos mediada por um aumento na expressao e
excisdo da forma ativa de SREBP-1c. Torres et al (2006) mostraram que quando ha
consumo de proteina de soja por ratos, ocorre uma reducdo na concentracdo de
insulina, que por sua vez reduz os niveis de RNAm de SREBP-1 no figado. Como
consequéncia, ha reducdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na
biossintese de acidos graxos. Além disso, a genisteina parece inibir a atividade de
ERK1/2 em um estagio inicial da adipogénese, 0 que prejudica acdo da insulina,
suprimindo a adipogénese.

Além desses mecanismos, a genisteina parece ativar a adenosina 5
monofosfato proteina quinase (AMPK) no musculo de animais, através da via Janus
quinase (JAK2), devido ao aumento de AMPc, gerando aumento na B-oxidacdo
lipidica e consequentemente maior gasto calérico (PALACIOS-GONZALEZ et al.,
2014).

Tanto pesquisas com humanos quanto com animais apresentam melhoras do
metabolismo lipidico apds o consumo de soja ou seus derivados, corroborando para
prevencdo de doencas cardiacas (SIMMEN et al., 2010; CHI et al.,2016; YAN et al.,
2017). Cross et al (2017) observaram que o consumo de soja dietética, durante 28
semanas, por ratas ovariectomizadas (modelo utilizado para simular o aumento do
tecido adiposo nas fémeas na menopausa) melhorou a adiposidade, sensibilidade a
insulina e reduziu a inflamacéo do tecido adiposo nestes animais.

Um estudo randomizado realizado em um centro de dislipidemia mostrou que
o consumo de alimentos de soja (correspondentes a 30 g/dia de proteina de soja)
por homens e mulheres entre 45 e 75 anos, durante 12 semanas, gerou melhora nos
marcadores lipidicos aterogénicos, como LDL-c, TG, HDL-c e apoB, reduzindo o
risco cardiovascular dos participantes (RUSCICA et al., 2016).

Em relacdo ao consumo de PIS, ratos obesos tratados com PIS apresentaram
menor deposito de lipideos no musculo esquelético em relagcdo ao grupo controle.
Provavelmente pela fosforilagdo da AMPK e da acetil-CoA carboxilase e/ou maior

expressdo de PPARJ e proteina de desacoplamento mitocondrial (UCP3) que
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estiveram aumentadas no grupo que consumiu PIS, o que indica maior oxidacéo de
acidos graxos, com aumento da termogénese. Além disso, 0s animais tratados com
PIS apresentaram reducdo da SREBP-1 (PALACIOS-GONZALEZ et al., 2014).

Além do metabolismo de lipideos, estudos mostram efeitos da soja e seus
componentes no perfil glicidico. Ressalta-se que a maioria dos estudos mostram o0s
efeitos da soja sobre a homeostase glicémica em modelos animais de diabetes e
obesidade, e utilizam a proteina isolada de soja (PIS) ou as isoflavonas
suplementadas na dieta, e ndo a soja (grdo) na dieta, como sera realizada neste
estudo.

Estudos previos tém mostrado que o consumo de PIS na dieta promove niveis
séricos mais baixos de glicose e insulina, bem como aumento da sensibilidade
periférica a insulina (HURLEY et al., 1998; LAVIGNE et al., 2000; NORIEGA-LOPEZ
et al., 2007). De forma semelhante, em modelos de obesidade e diabetes tipo 2, o
tratamento com isoflavona ou PIS diminui a glicemia ou a insulinemia (AOYAMA et
al., 2000; ALI et al.,, 2005; AE PARK et al.,, 2006). Em humanos, embora o0s
resultados sejam controversos, tem sido encontrada reducdo da glicemia e
insulinemia de jejum em mulheres pdés-menopausa tratadas com isoflavonas da soja
(CHENG et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais as isoflavonas exercem efeito positivo sobre o
metabolismo glicidico ainda ndo estdo bem elucidados, e ndo esta claro se o0s
efeitos da soja na insulinemia estd associado a mudancas na secrecao e/ou na
sensibilidade periférica a insulina (NORIEGA-LOPEZ et al., 2007).

2.4.3. Acao sobre resposta antioxidante

Estudos epidemioldgicos sugerem que os habitos alimentares presentes na
Asia est&o relacionados com a menor incidéncia de doencas cardiovasculares (DCV)
em comparacdo com populacdes ocidentais. A diferenca consideravel no alto
consumo de soja da dieta tradicional asiatica pode desempenhar esse papel devido
a estimulagéo no sistema de defesa antioxidante e da saude humana (ERBA, 2012).
A proteina de soja e as isoflavonas genisteina e daidzeina, parecem conferir essa
protecdo antioxidante, contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo e risco de
DCV (VEGA-LOPEZ et al., 2005; HEMENAN et al., 2007; SANTANA et al., 2008).
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A acdo dos flavondides como antioxidante ocorre pela doacgédo de elétrons das
hidroxilas livres presentes no nucleo de sua estrutura quimica e com acao quelante
interagindo com metais e impedindo a reacdo de Fenton’, que é uma importante
fonte de espécies reativas de oxigénio (COOK e SAMMAN, 1996). A eficacia
antioxidante dependera de sua estrutura, tanto 0 nimero como a posi¢do do grupo
hidroxilo sdo relevantes, por exemplo, a genisteina e a daidzeina contém trés e duas
substituicbes de OH, respectivamente, portanto a genisteina é o inibidor mais
potente de H202 e O2do que a daidzeina (MALESEV e KUNTIC, 2007; XIAO et al.,
2017).

Em relacdo a inibicdo da peroxidacdo lipidica, os flavondides agem
sequestrando os anions superéxido e hidroxilas, no estado inicial da reacédo, e
através da doacdo de atomos de hidrogénio para o radical peroxil, na fase terminal
da reacao (COOK e SAMMAN, 1996). As isoflavonas parecem agir na eliminacao de
radicais livres a partir da reducdo da peroxidacéo lipidica por sequestro de radicais
livres ou por agirem como agentes quelantes de metais (BARBOSA, 2006; BLAY,
2010).

Erba et al (2012) realizaram um estudo para avaliar se o consumo de um
suplemento de isoflavonas de soja (80mg/dia - coerente com a ingestdao de
isoflavonas em paises asiaticos - durante 6 meses) fornecem protecdo antioxidante
em mulheres saudaveis, a partir da avaliagdo da resisténcia do DNA a danos
oxidativos e da atividade de O-B-N-acetil-D-glucosaminidase (OGA), uma enzima
gue tem sido relacionada com doencas que envolvem estresse oxidativo forte. Elas
apresentaram reduzido dano oxidativo ao DNA e menor atividade de OGA

A oxidacao reduzida das particulas de LDL-c também tem sido atribuida as
isoflavonas de soja, como mostra Schrader et al. (2012). Em seu trabalho com
flavonoides eles apresentaram a genisteina como a principal responséavel por induzir
a Paraoxonase (PON1) - uma enzima que protege o LDL contra a oxidagdo - em
uma cultura de hepatécitos. Entretanto, no mesmo estudo, ratos alimentados
durante 22 dias com genisteina ndo apresentaram inducdo de PONL1. Portanto, a
acao protetora das isoflavonas da soja em relacdo reducéo da oxidacdo de LDL-c

ainda precisa ser melhor estudada.

7 Reacdo do peroxido de hidrogénio (H202) com ferro ou cobre.



42

Em relacdo ao consumo de PIS, Bazzoli et al (2002) avaliaram se seu
consumo (40g/dia/4semanas) poderia produzir efeitos antioxidantes em um grupo de
mulheres jovens praticantes de atividade fisica moderada. A porcao diaria de PIS
continha 48 mg de genisteina e 110 mg de isoflavonas totais. Estas mulheres
tiveram valores aumentados para um indicador de capacidade antioxidante, com
base nos peroxidos lipidicos do plasma e leituras TAS (teste de estatuto antioxidante
total) no plasma e obtiveram valores reduzidos para danos oxidativos. Entretanto, no
plasma in vitro com isoflavonas n&o ocorreram efeitos nos valores de TAS.

J& Vega-Lopes et al (2005) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os
efeitos do consumo de PIS e isoflavonas de soja (50mg/1000kcal), sozinhos ou em
combinacgdo, sobre a capacidade antioxidante do plasma e em biomarcadores do
estresse oxidativo em idosos com concentracdes de LDL-c moderadamente
elevadas. Observou-se que as concentragdes de antioxidantes no plasma nao eram
significativamente diferentes e que as dietas relativamente altas em PIS ou em
isoflavonas apresentaram pouco efeito sobre a capacidade antioxidante do plasma e
biomarcadores de estresse oxidativo.

Santana et al., (2008) também avaliaram o consumo de soja em pacientes
com hipercolesterolemia e viram, entretanto, que o consumo de soja, aumenta a
capacidade antioxidante do plasma total. Os resultados opostos podem estar
relacionados com a fonte de isoflavonas e com a quantidade consumida, pois sao
fatores que interferem na atividade antioxidante. (HEMENAN et al.,, 2007;
MIRAGHAJANI et al., 2012).

Yoon e Parque (2014) avaliaram os efeitos da suplementacéo de isoflavonas
e exercicio fisico sobre o estresse oxidativo em ratos idosos, avaliando TBARS e
atividade de enzimas antioxidantes: SOD, GPx e CAT. As isoflavonas aumentaram
as atividades de SOD e CAT e diminuiram TBARS, indicando uma diminui¢do no
estresse oxidativo, 0 que sugere que a suplementacdo com isoflavonas de soja
melhora a fungéo antioxidante e previne a peroxidacgao lipidica.

Khan et al. (2012) também avaliaram a atividade das enzimas antioxidantes
em animais. Para isso, induziram estresse oxidativo em ratos com TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetato), um agente promotor de alteracdes moleculares e
celulares que leva ao aumento do nivel de MDA (malondialdeido), produto
secundério da peroxidacao lipidica, portanto, biomarcador de estresse oxidativo. Os

animais que foram pré-tratados com isoflavonas (daidzeina e genisteina)
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apresentaram eficaz melhoria do nivel de MDA. Os mesmos animais apresentaram
aumento significativo na atividade de enzimas antioxidantes SOD e CAT.

Apoiando os achados anteriores, Qian et al. (2012) induziram um acidente
vascular cerebral e realizaram um pré-tratamento intragastricamente com genisteina
(1x/dia/14 dias) em ratos. Esse tratamento inibiu as espécies reativas de oxigénio
induzida por isquemia, aumentaram as atividades das enzimas antioxidantes SOD e
GPx, e diminuiu os niveis de MDA no acidente vascular cerebral dos animais.

Assim, pode-se observar que alguns estudos que avaliaram o consumo da
soja ou suplementacdo de sua proteina isolada ou de sua isoflavona apresentaram
resultados positivos em relagdo ao potencial antioxidante e reducdo do estresse
oxidativo. Outros estudos mostraram que esse consumo ou suplementacdo tem
nenhum ou pouco efeito sobre a capacidade antioxidade e estresse oxidativo no
organismo. Estas contradicdes podem acontecer devido a diferencas no desenho do
estudo, no modo de preparo da soja, navariacdo das populacdes em relacdo a
capacidade de produzir equol - um metabolito com capacidades antioxidantes
potentes -, a alteracdes na microflora intestinal, a origem étnica da populacdo em
estudo, ao metabolismo e biodisponibilidade das isoflavonas testadas, do tempo de
transito intestinal dos individuos e animais utilizados, das taxas de digestao fecal, da
presenca de lactase - uma enzima fundamental para a conversao de isoflavonas na
forma glicona para aglicona -, e outros fatores dietéticos, além das condicbes de
armazenamento do alimento/suplemento (YUAN, 2007; HEMENAN, 2007; NIELSEN
e WILLIAMSON 2007; SANTANA et al., 2008; MIRAGHAJANI, 2012).

Ainda h& controvérsias em relacédo a eficacia no consumo de isoflavonas na
acdo antioxidante no organismo humano. E ndo sdo conhecidos os efeitos do
consumo materno de soja ou PIS somente no periodo da lactacdo sobre sua
atividade antioxidante e alteracdes no estresse oxidativo na progénie a curto e longo

prazos.

2.5. SOJA E PROGRAMACAO METABOLICA

Ja foi descrito que as isoflavonas podem ser transferidas da mée para a prole
durante a gravidez através da placenta e durante a lactacdo pelo leite, estando a
prole exposta a este componente da soja, que como ja abordado, apresenta agédo
estrogénica (FRANKE et al.,, 1998; DOERGE et al., 2001; FOSTER et al., 2002;
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JEFFERSON 2012; JARRELL et al., 2012). Conhecer os potenciais beneficios ou
efeitos adversos da exposicdo a fitoestrogénios nas fases criticas do
desenvolvimento é importante para otimizar o estado nutricional, promover a saude
e prevenir doencas futuras na vida adulta (ANDRES et al., 2015).

Alguns estudos expbem efeitos positivos com a oferta precoce de
componentes da soja na dieta. Bernardo et al. (2015) observaram que a ingestao
materna de genisteina durante a gestacdo, em concentracao fisioldgica, atenuou os
efeitos deletérios da exposicdo ao xenoestrogeno bisfenol-A (BPA) em relacdo a
susceptibilidade ao desenvolvimento de lesGes na préstata dos filhotes na idade
adulta. Apoiando os efeitos da genisteina sobre o BPA, estudos mostraram que o
consumo de genisteina durante a lactacdo protegeu a glandula mamaria da prole
contra a acdo do BPA sugerindo quimioprevencdo mamaria (WANG et al., 2014;
BETANCOURT et al., 2014)

A fim de avaliar os efeitos na prole de ratas que receberam BPA e/ou soja (S)
e/ou da genisteina (GEN) isolada durante a gestacédo e lactacdo, Cao et al. (2015)
observaram as mées alimentadas com S apresentaram menor massa corporal (MC)
durante a gravidez, e tiveram maior ingestao alimentar (1A) durante a lactagdo, sem
alterar a MC. Os seus descendentes (ambos os sexos), no entanto, se tornaram
mais pesados (mais pronunciados nos machos) no pré-desmame. A S também
aumentou a IA e acelerou o inicio da puberdade na prole feminina. Os machos
expostos a dieta de soja+BPA apresentaram testiculos mais leves. O BPA néo teve
efeitos independentes.

Won et al. (2017) avaliaram os efeitos do consumo de isoflavonas durante a
gestacdo e lactacdo sobre a expressdo génica hepatica, o que seria Gtil para
monitorar o desenvolvimento do figado dos descendentes. Evidenciaram que o
consumo materno de proteina de soja com baixo teor de isoflavona alterou
significativamente o perfil de expressdo génica no figado da prole, o que nao ocorreu
com a prole cuja mée recebeu dieta com caseina suplementada com genisteina,
sugerindo que a expressao de genes hepaticos pode ser alterada pela composicéo
de aminoacidos ou baixas concentracdes de isoflavonas da PIS em vez da
isoflavona de soja isolada em altas concentracoes.

Han et al (2017) investigaram os efeitos do consumo materno de PIS e
genisteina sobre a prole de ratas aos 21 dias de idade. As maes receberam o

tratamento duas semanas antes do acasalamento, durante a gestacdo e a
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lactacdo. A prole PIS apresentou reducdo da MC do dia 12 até o final do
experimento, menores niveis séricos de TG, &cidos graxos livres e HDL-c. As proles
PIS e GEN apresentaram reducdo dos niveis séricos de CT. A proporcdo de
colesterol HDL-c para CT foi aumentada na prole GEN. Nao houve diferencas
significativas nos niveis séricos de glicose, de insulina e HOMA-IR, nem nas
concentracdes hepaticas de TG ou colesterol, o que sugere que as diminuicdes nos
niveis séricos de triglicerideos no grupo PIS nédo foram decorrentes de acumulacéo
hepatica de TG.

Yoon et al (2017) compararam os efeitos sobre o estresse oxidativo e
metabolismo lipidico na prole de ratas que receberam uma dieta normoproteica
(20% PIS) e com baixo teor proteico (10% PIS), composta por PIS como unica fonte
de proteina, durante a gestacdo e lactacdo. Ao desmame, a prole PIS 10%
apresentou menores niveis de TG e HDL-c séricos, menor TG hepético e maior
colesterol hepatico comparado com a prole 20% PIS. Os indicadores do estresse
oxidativo, incluindo niveis globais de glutationa e TBARS, ndo sofreram alteracdes,
entretanto as atividades de catalase e GPx foram significativamente maiores no
grupo 10% PIS do que as do grupo 20% PIS.

Em um estudo com suinos, Hu et al (2015) observou que o tratamento
materno com glicitina (uma isoflvaona da soja) durante a gestacdo e a lactacéo
gerou maior MC nas proles ao desmame e, durante a lactacdo, houve aumento da
atividade de SOD, T-AOC (capacidante antioxidante total), CAT e GPx e diminui¢cao
do MDA plasmatico e do leite, indicando reducao da peroxidacao lipidica.

Cederroth e Nef (2009) evidenciaram que a exposicdo materna na lactacdo a
dieta rica em fitoestrégenos (~25% de proteina de soja) diminuiu 0 peso e a
adiposidade corporal, sem influenciar na resposta a tolerancia a glicose nos filhotes
machos na idade adulta. J& a exposicdo na gestacdo ndo alterou 0 peso e a
adiposidade corporal, mas melhorou a resposta a tolerancia a glicose na prole
adulta. Assim, é possivel que os efeitos metabdlicos da soja sejam dependentes do
periodo da vida em que a exposigao ocorre.

Kaludjerovic e Ward (2015) forneceram uma dieta com isoflavonas para ratas
uma semana antes do acasalamento e mantiveram a dieta na gestacéo e lactacao.
Sua prole apresentou melhorias na densidade mineral 6ssea, com maior resisténcia
a fratura no fémur e coluna lombar quando comparadas ao grupo que nao consumiu

isoflavonas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320517300656?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095528631500131X

46

Entretanto, nem todos os estudos relacionam o consumo de componentes da
soja durante fases criticas do desenvolvimento de forma positiva. Jahan-mihan et al.
(2011) demonstraram que o tratamento materno com PIS durante a gestacao e
lactacdo gerou aumento da glicemia em jejum, insulinemia e indice HOMA-IR na sua
prole macho. Sugerem que a PIS quando comparada com caseina durante a
gestacdo e lactacdo aumenta o risco de desenvolver caracteristicas da sindrome
metabdlica nos filhotes.

Pfaehler et al. (2012) mostraram que os filhotes de ratas que receberam
concentracOes diferentes de isoflavonas durante a gestacéo e lactagédo (0O ppm, 5
ppm, 50 ppm, ou 1000 ppm) ndo apresentaram diferenca no peso corporal ao
desmame e na idade adulta. Entretanto, os filhotes cujas mées receberam 50 ppm
de isoflavonas tiveram aumento da concentracdo sérica de leptina e adiponectina,
afetando a producdo hormonal desses animais, sugerindo que a dose de isoflavonas
seja um fator importante a se considerar.

Outros estudos apontam efeitos toxicos dos fitoestrogenos sobre o sistema
reprodutor. Essas alteracbes podem causar anormalidades no ciclo estral e
alteracbes na funcdo do ovério e dos testiculos, levando ao desenvolvimento de
puberdade precoce na prole fémea e diminuicdo da producédo de testosterona na
prole macho (JEFFERSON et al, 2006; LEHRAIKI et al., 2011; CEDERROTH et al.,
2010; CAO et al., 2015).

Por outro lado, Ruhlen et al. (2008) mostraram que filhotes de camundongos
cujas maes consumiam baixa concentracdo de fitoestrégenos da soja durante a
gestacao e lactacao apresentaram aumento de estradiol enddgeno. Este aumento foi
associado com efeitos adversos sobre o sistema reprodutor e sobre o estado
nutricional dos filhotes machos na idade adulta, que se tornaram obesos,
hiperleptinémicos e resistentes a insulina. Os animais expostos a dieta rica em
fitoestrogénios da soja ndao desenvolveram estas alteragdes.

Comparando os efeitos do consumo de soja (grdo) com sua proteina isolada
durante a lactacdo, estudo recente do nosso grupo (Vieira et al., 2018; Vieira,2016)
observou que o consumo materno do alimento soja gerou alteracdes benéficas em
relacdo a composicdo corporal e perfil lipidico na progénie, j4 o consumo da PIS
levou ao aumento do colesterol total, dos TG e da insulinemia. Desta forma, o

alimento programou a prole de maneira diferente de seu composto isolado.
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Diante das divergéncias expostas, ainda ha necessidades de mais pesquisas
para esclarecer os efeitos do consumo materno de soja e seus componentes em
fases criticas do desenvolvimento, ja que o recém-nascido € extremamente sensivel
as exposicoes que sofrem devido a organogénese, ao crescimento rapido e a
diferenciacdo extensa dos tecidos durante estes periodos de desenvolvimento,
portanto, pequenas perturbacdes podem desencadear consequéncias importantes
(JEFFERSON, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do consumo de dieta a base de soja e de uma dieta a base
de proteina isolada de soja sobre a funcdo da medula adrenal, resposta antioxidante
e indices de aterogenicidade em ratas lactantes e suas proles ao desmame e na

idade adulta.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nas ratas lactantes que receberam dieta a base de soja ou proteina

isolada de soja, ao final da lactagéo:

e 0 estado nutricional (ingestao alimentar e massa corporal) ;

e a concentracao sérica do 17-B estradiol;

e o0s indices de aterogenicidade;

e 0s biomarcadores do estresse oxidativo (TBARS e GSH/GSSG) e atividade de
enzimas antioxidantes no tecido hepatico (SOD, CAT, GPx, GR);

e 0 conteudo total de catecolaminas na medula adrenal.

Avaliar nos filhotes machos ao desmame (21 dias) e na idade adulta (150
dias), cujas méaes receberam racdo a base de soja ou proteina isolada de soja na

lactacéo:

e 0 estado nutricional (ingestéao alimentar e massa corporal);

e areserva de colesterol e triglicerideo hepaticos;

e 0s indices de aterogenicidade;

e 0s biomarcadores do estresse oxidativo (TBARS e GSH/GSSG) e atividade de
enzimas antioxidantes no tecido hepatico (SOD, CAT, GPx, GR);

e 0 conteudo total de catecolaminas na medula adrenal;

e aexpressao proteica da enzima TH na medula adrenal (150 dias);

e a secrecgdo basal e estimulada de catecolaminas pela medula adrenal (150 dias).
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4 . METODOLOGIA

4.1. CUIDADOS ETICOS

O modelo experimental usado neste estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA) da Pré-reitoria de
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (Parecer n° 018/2014). O
estudo foi conduzido de acordo com os regulamentos locais (Conselho Nacional de

Pesquisa em Animais de Estimacdo, CONCEA, Brasil).

4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar lactantes (3 meses-250g de massa corporal) com a ninhada
foram obtidas do Centro de Biologia da Reproduc¢éo (CBR) da UFJF no primeiro dia
apos o nascimento, e foram mantidas no biotério de experimentacdo do Laboratorio
de NutricAo Experimental (LABNE), do Departamento de Nutricdo da UFJF, com
temperatura (22+2°C) e ciclo claro-escuro (7:00h-19:00h) controlados. Agua e ragéo
foram ofertadas ad libitum aos animais durante todo o periodo experimental.

Para cada grupo foram estudadas 8 ratas lactantes (8 ninhadas), com 6
filhotes machos em cada ninhada, numero de animais que confere maior potencial
lactotrofico (FISHBECK e RASMUSSEN, 1987), perfazendo um total de 48 filhotes
por grupo, divididos nos seguintes grupos experimentais:

-Grupo Controle Caseina (C): recebeu dieta a base de caseina (16,3% de proteina,
56% de carboidrato, 7% de lipideo);

-Grupo Proteina Isolada de Soja (PIS): livre acesso a dieta a base de proteina
isolada de soja (18,3% de proteina, 56% de carboidrato e 7% de lipideos).

-Grupo Soja (S): recebeu dieta a base de farinha de soja organica como fonte
proteica (20,1% de proteina, 47,8% de carboidrato, 16,8% de lipideo).

O tratamento das ratas (Figura 10) iniciou no primeiro dia apés 0 nascimento
dos filhotes e terminou ao final da lactacao (21 dias). Os filhotes foram desmamados
aos 21 dias e 3 filhotes de cada ninhada foram randomicamente colocados em

gaiolas individuais com livre acesso a agua e a racdo comercial (Nuvilab®, Parana,
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Brazil; composicéo: 22% proteina, 66% carboidrato e 11% lipideos) até os 150 dias
de idade (n=24). O restante das proles (n=24), juntamente com suas maes, apos
jejum de 8 horas, foram anestesiados com Ketamina (90 mg/kg de peso corporal,
i.p.) e Xilazina (10 mg/Kg peso corporal, i.p.), 0 sangue coletado por puncéo
cardiaca e a eutanasia completada com o rompimento do diafragma. As proles
mantidas até os 150 dias de idade foram eutanasiadas pelo mesmo procedimento.

O sangue coletado foi centrifugado (3500 rpm por 15 minutos) para obtencao
do soro, que foi armazenado em freezer a -80°C até a realizacdo das analises.
Foram coletados os seguintes tecidos: figado para avaliacdo do triglicerideo e
colesterol hepéticos e para ponderacdo das enzimas antioxidantes e peroxidagao
lipidica; adrenal direita para analise da expressao de TH e; adrenal esquerda para
dosagem de conteudo total de catecolaminas (mantidas em &cido acético) e para
realizacdo do ensaio de secrec¢do in vitro logo apds a adrenalectomia e dissecacao
da medula. Todos os tecidos foram armazenados em freezer -80°C, presente no
laboratorio de Analise Instrumental de Alimentos do Departamento de Nutricdo da

UFJF, até a realizacéo das analises.

Nascimento Dia 21 Dia 150
L Temeo || Racio comercial ]
C PIS S c PIS S
N m3es= 8 N m3es= 8 N m3es= 8 N filhote= 24 N filhote= 24 N filhote= 24
N filhote= 48 N filhote= 48 N filhote= 48

. Lactacdo: Tratamento materno (dieta a base de C, PIS ou S).

. Coleta de sangue, eutanasia e coleta de tecidos (méaes + n filhote= 24).

D Racao comercial.

. Coleta de sangue, eutanasia e coleta de tecidos (n filhote= 24).

Figura 10: Representagcdo esquematica do procedimento experimental.

4.3. RACOES EXPERIMENTAIS

As ragOes foram preparadas no

laboratério de Técnica Dietética do

Departamento de Nutricdo da UFJF. Para confeccdo da racdo a base de soja
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utilizou-se soja organica comprada no comeércio local. Inicialmente realizou-se o
preparo da farinha de soja. A fim de inibir fatores anti-nutricionais, os gréos de soja
foram selecionados manualmente, pesados e colocados em estufa ventilada a 60°C
por 30 minutos. Para extracdo da casca, a soja foi colocada em agua fervente
durante 3 minutos e deixada de molho em &gua limpa por 4 horas. A agua foi
desprezada e os gréos colocados para cocgcdo em panela de pressdo durante 30
minutos. Apds o cozimento, os graos foram colocados em estufa ventilada a 60°C
até a secagem e, na sequéncia, moidos (SOARES et al., 2005). Posteriormente,
avaliou-se a composicao centesimal da farinha de soja obtida por métodos ja
padronizados (AOAC, 1984). Os dados obtidos foram utilizados para calcular a dieta
a base de soja, sendo que os conteudos de proteina, lipidios e fibras foram
corrigidos para os teores presentes na farinha de soja.

Para a confeccdo da dieta a base de PIS, utilizou-se produto obtido no
comércio local; e para a dieta a base de caseina, foi utilizada a caseina (teor
proteico: 80%, RHOSTER, Aracoiaba da Serra, SP, Brasil). As dietas foram
adicionadas as misturas de minerais e vitaminas, formuladas conforme a
recomendacao do Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93G) para roedores. Os
ingredientes das rag0es (Tabela 1) foram pesados e homogeneizados em batedeira,
com agua fervente. A massa obtida, transformada em pellets e seca em estufa
ventilada a 50°C por 24 h, e apds a identificacdo, congelada e armazenada em
freezer a -4°C. A composicao centesimal das dietas depois de prontas foi feita pelos
mesmos métodos utilizados na andlise da soja (AOAC, 1984). (Tabela 1).

No estudo néo foi possivel analisar a quantidade de isoflavonas presente na
dieta, porém foi feita a estimativa de acordo com o conteudo de isoflavonas na
farinha de soja e PIS descrita na literatura. De acordo com Barbosa et al (2006), 100
gramas de farinha de soja integral contém 200 mg de isoflavonas, enquanto que 100
gramas de proteina isolada de soja tem 124 mg de isoflavonas. A partir da
quantidade de farinha de soja e proteina isolada de soja adicionada na racgéo, foi
estimada 108 mg de isoflavonas na dieta do grupo S e 24,8 mg no grupo PIS por
100 g de dieta. Baseado nessa informacgéo foi determinada a ingestdo materna de
isoflavonas, considerando a quantidade média de ingestdo de racdo durante a

lactacéo pelas ratas do grupo S e PIS.



Tabela 1: Composicdo das dietas dos grupos experimentais.
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, Controle Proteina .

Ingredientes (g/1009) . Isolada Soja
Caseina .
de Soja

Caseinat 20 - -
Farinha de Soja? - - 54
Proteina Isolada de Soja® - 20
Amido de Milho 39,7 39,7 12,0
Amido* dextrinizado? 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10 10 10
Celulose?! 5 5 3,5
Oleo de Soja® 7 7 2,3
Mix Mineral* 3,5 3,5 3,5
Mix Vitamina® 1,0 1,0 1,0
L-cisteinat 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colinal 0,25 0,25 0,25
BHT? 0,0014 0,0014 0,0014
Macronutrientes (g/100g)
Proteina 16,3 18,3 20,1
Carboidrato 56,0 56,0 47.8
Lipideos 7,0 7,0 16,8
Fibra total 5,0 5,0 5,0
Total de energia (kcal/100g) 352,4 360,2 422,8

lingredientes adquiridos da RHOSTER (Aracoiaba da Serra, SP, Brasil); 2Marca Jasmine (Curitiba,
PR, Brasil); 3Marca Nutrisoy Alimentos (Colombo, PR, Brasil); “Marca Milhena; °Marca Leve
(organico)

4.4. AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

O consumo de racdo e a massa corporal foram monitorados diariamente por
toda a lactacao (21 dias) e ap6s o desmame foram verificados a cada 4 dias até a
eutanasia (150 dias).

A quantidade de racdo diaria ingerida pelos animais foi determinada pela
diferenca entre o peso da racdo que restou na gaiola (Rf) e a quantidade total
oferecida quatro dias antes da pesagem (Ri):

Ingestéo de racao (g) = (Ri-Rf)n/4

Onde “n” corresponde ao numero de animais na gaiola e 4 ao numero de dias.
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4.5. AVALIACAO HORMONAL

O 17B-estradiol sérico das maes foi avaliado por radioimunoensaio (RIA)
utilizando kit comercial especifico (ICN Pharmaceuticals, Inc. Diagnostics Division,
Costa Mesa, CA), com coeficiente de variagdo intra-ensaio de 5,5% com
sensibilidade de 10 pg/mL. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.6. INDICES DE ATEROGENICIDADE

Estimamos os indices de aterogenicidade pela razdo entre 0s seguintes
lipideos sanguineos: colesterol total (CT)/HDL-c, LDL-c/HDL-c e pela férmula [(CT—
HDL-c)/HDL-c] (CHOI et al., 1991; FRANKENFELD, 2009). Cabe mencionar que
para a construcdo desses indices foram utilizados os dados do perfil lipidico avaliado
anteriormente neste mesmo modelo experimental (VIEIRA, 2016).

4.7. AVALIACAO DO TRIGLICERIDEO E COLESTEROL HEPATICOS

As amostras de figado (0,5 g) foram homogeneizadas em alcool isopropilico (1
mL) com auxilio do sonicador programando com: 10"pulte ON/15” pulse OFF/
amplitude de 40%/ time 3’20”. E foram centrifugadas a 5900rpm por 10 minutos a
4°C e deixado em repouso overnight na geladeira.

As concentracdes de triglicerideo (TG) e colesterol hepéticos foram
determinadas utilizando espectrofotometro, seguindo recomendacdes das bulas dos kits
comerciais (Labtest, Lagoa Santa, Brasil). As concentracdes foram expressas em

(mg/dL)/mg de tecido.

4.8. BIOMARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO E ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NO TECIDO HEPATICO

As analises dos biomarcadores de estresse oxidativo e da atividade das enzimas
antioxidantes foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Metabdlica da

Universidade Federal de Ouro Preto.



54

4.8.1 Peroxidacdao lipidica por TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances)

A geracdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica sédo reacles
extremamente rapidas que, geralmente, sdo mensuradas pelos seus produtos,
principalmente as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), entre os
quais o malondealdeido (MDA) é o principal. Portanto, os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sdo amplamente utilizados como
indicadores da peroxidacao de lipidios.

A mensuragdo dos metabolitos reativos ao TBARS foi realizada em placa de
96 pocos pelo método descrito por Buege e Aust (1979).

100mg de figado foi homogeneizado em 1 mL de tampé&o Tris-HCI (20mM) e o
homogenato foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 0,5 mL
do sobrenadante foram misturados com 0,25mL de &cido tricloroacético (TCA) (28%
p/vol diluido em HCI 0,25 N), 0,25 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) (1% diluido em
acido acético 0,25 N) e 12,5 mL de butilhidroxitolueno (BHT) (125 mM diluido em
etanol), aquecido por 15 minutos a 95°C e colocado em banho de gelo. Foram
transferidos 0,6mL da mistura para um tubo de polipropileno e adicionados 0,6mL de
butanol. Os tubos foram agitados e, apés uma centrifugacdo de 10.000 g por 10 min
a 4°C, o sobrenadante retirado. A absorbancia do sobrenadante foi determinada a
535nm e a agua destilada foi utilizada como branco. Uma curva padrdo com o MDA

foi construida. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

4.8.2. Glutationa total, oxidada (GSSG) e reduzida (GSH)

A Glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) existe no organismo em duas
formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Ela € considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante. A relagdo redox GSH/GSSG esta
diretamente relacionada com o0 estresse oxidativo no organismo: quanto maior o
valor, menor o estresse oxidativo.

O conteudo de glutationa total e oxidada (GSSG) foi dosado pelo método
proposto por Griffith (1980). Amostras de figado (100 mg) foram homogeneizadas
com 1mL de &cido de sulfosalicilico 5%, e em seguida centrifugadas por 10 minutos
a 4°C. Para a determinacdo de glutationa total foram adicionados 10 pL do

sobrenadante da amostra em uma placa de 96 pocos, em seguida 150 pL da mistura
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de trabalho (95 mM de tampéao fosfato, pH 7,0, 0,95 mM de EDTA, 48 uM de
NADPH, 0.031 mg/ml de DTNB, 0.115 unidades/ml de glutationa redutase, e 0.24%
de acido de sulfosalicilico). As amostras foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, 50 pL de NADPH 0,16mg/mL foram
adicionados. As absorbancias das amostras foram lidas durante 5 minutos a cada
minuto, no leitor de ELISA a 412 nm.

Para determinacdo da concentracdo de GSSG o sobrenadante do
homogenato hepatico (100 L) foi adicionado de 2 yL de 2-vinilpiridina (PM= 105,14
g/mol). O pH da solugédo foi ajustado para valores entre 4 e 6 utilizando
trietanolamina (TEA: PM=149,188 g/mol). Apoés incubacdo por 60 minutos as
amostras foram utilizadas no ensaio de acordo com o mesmo procedimento da
glutationa total.

ApGs andlise de regressao linear, foi determinada a equacgdo da reta. Esta
equacao foi utilizada para determinar as concentracdes. Para determinacdo da
glutationa reduzida (GSH) foi subtraida a oxidada da total. Os resultados foram

expressos em nmoles por mL de amostra.

4.8.3. Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método proposto por Paglia e
Valentine (1967) adaptado.

Amostra de tecido hepatico (50 mg) foi homogeneizada em 0,5 mL tampao
fosfato de potassio 50 mM contendo 1 mM EDTA, pH=7,0. Apés centrifugacdo a
10.000g por 10 minutos a 4° C o sobrenadante foi retirado. Em uma placa de 96
pocos foram adicionados 100 pL de tampéao de ensaio, 10 pL de amostra e 80 pL do
mix (0,25mM NADPH, 2,1 mM de GSH, 0,5 U/mL de glutationa redutase e 250 uL de
azida sodica 40mM). Apos 3 minutos, foi adicionado 10 pL de perdxido de hidrogénio
(H202) 0,2 mM, utilizado como substrato da reagédo. A decomposi¢do do NADPH foi
monitorada em um leitor de placas a 340 nm. Foram realizadas 5 leituras, com
intervalo de 20 segundos entre elas. A atividade da GPx foi calculada a partir da

formula;

Atividade da GPx = Aaz4o/min_x VR
3, 73umolmin -~ VA
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Onde: Aass0 € 0 delta da absorbancia por minuto; 3,73 é o coeficiente de extin¢do
molar do NADPH; VR é o volume de reacdo em mL; e VA é o volume de amostra em
mL.

A atividade especifica foi expressa em unidades por mg de proteina (U/mg de

proteina).

4.8.4. Atividade da enzima Glutationa Redutase (GR)

A atividade enzimatica da GR foi determinada de acordo com o método
proposto por Carlberg e Mannervik (1985).

Amostra de tecido hepatico (50 mg) foi homogeneizada em 0,5 mL de tampéao
fosfato de potassio 50 mM contendo 1 mM EDTA, pH=7,5. Apés centrifugacéo a
10.000g por 15 minutos a 4° C, 10uL de sobrenadante foi adicionado em uma placa
de 96 pocos juntamente com 100uL de GSSG 2mM, 40 pL de tampéao de ensaio e
50 pL NADPH 0,4 mM. A atividade da glutationa redutase foi mensurada
espectrofotometricamente através da reducdo da absorbancia causada pela
oxidacdo do NADPH a 340 nm. Foram realizadas 10 leituras, com intervalo de 10
segundos entre elas e a atividade da GR foi calculada de acordo com a equacéo

abaixo:

Atividade da GR = Aaz4o/min x VR
3 73pmolimin - WA

Onde: Aazso é 0 delta da absorbancia por minuto; 3,73 é o coeficiente de extingéo
molar do NADPH; VR é o volume de reacdo em mL; e VA é o volume de amostra em
mL.

A atividade especifica foi expressa em unidades por mg de proteina (U/mg de

proteina).

4.8.5. Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD)

Atividade da SOD foi determinada no figado de acordo com o método de
Marklund e Marklund (1974).

Amostras de figado (100mg) foram homogeneizados com 1 mL de tampé&o
fosfato (50mM, pH 7,0), centrifugado a 10.000g a 4°C por 10 minutos e retirado o
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sobrenadante para analise da amostra. As dosagens foram feitas usando placa de
Elisa. Foi pipetado 30uL de sobrenadante, 99uL de tampéao fosfato, 6uL de MTT
(1,25mM) (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) e 15uL de
pirogalol (100uM). Para o branco foi pipetado 144uL de tampéo fosfato e 6uL de
MTT e para o padrdo 129uL de tampéo, 6uL de MTT e 15uL de pirogalol. Em
seguida a placa foi incubada por 5 minutos em estufa a 37°C. Logo apés, foram
adicionados 150uL de DMSO (dimetilsulfoxido) (PM= 78,13 g/mol) para parar a
reacdo. As absorbancias foram lidas no leitor de Elisa em um comprimento de onda

de 570nm. Os dados foram expressos em U/mg de proteina.

4.8.6. Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi determinada de acordo com Aebi (1984).
Amostras de figado (100mg) foram homogeneizadas em 1mL de tampé&o fosfato
100mM (pH 7,2) e o homogenato foi centrifugado a 10.000 g a 4°C por 10 minutos.
Em um tubo de polipropileno foi colocado 50uL de tampao fosfato 100mM (pH 7,2),
40uL de agua destilada e 10uL do sobrenadante do homogenato. A reagéo foi
iniciada pela adicdo de 0,9mL de H202 (10mM). As absorbancias foram
determinadas exatamente a cada minuto, durante trés minutos a 240nm. Agua
destilada foi utilizada como branco. A atividade da catalase foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar do H202 (39,4 M-icm), segundo a lei de Lambert

Beer. Os dados foram expressos em pmoL/mg de proteina.

4.9. AVALIACAO DA FUNCAO DA MEDULA ADRENAL

As adrenais foram cuidadosamente dissecadas e limpas para retirada de
tecido adiposo, pesadas em balanca de precisdo e receberam tratamentos
diferenciados, de acordo com o protocolo ao qual eram destinadas: a esquerda que
teve parte armazenada em &cido acético para dosagem de conteludo total de
catecolaminas, e parte onde a medula foi dissecada para realizacdo do ensaio de
secrecdo in vitro e foram, posteriormente, congeladas a -80°C ; ja a direita foi

congelada em -80°C para analise da expressao da TH.



58

4.9.1. Analise in vitro da secrecédo de catecolaminas

Foram utilizados trés agentes estimulantes que agem por mecanismos
diferentes:

e Potassio: gera a estimulacao via a inducédo da despolarizacdo da membrana
plasmatica;

e Carbamilcolina (analogo sintético da acetilcolina): gera a estimulagdo via
receptores colinérgicos.

e Cafeina: gera a estimulacéo via a mobilizacdo de Ca?* de pools intracelulares.

As medulas adrenais foram dissecadas, com auxilio de pincas, tesouras
oftalmolégicas e microscoOpio estereoscopio no momento da eutanasia.
Posteriormente, foram mantidas em solucdo salina Krebs-Hepes com 0,5% de
albumina, composta por (em mM): CI- 154,26; Na* 143,4; Ca?* 2,5; Mg?* 1,18; SO4+*
1,2; K* 2,9 e Hepes 25. Foi adicionada glicose nesta solugdo, em concentracao
semelhante as médias glicémicas dos grupos experimentais de onde as medulas
foram extraidas, com o objetivo de manter a mesma concentracdo de glicose
observada no animal vivo. O pH da solugéo salina foi 7,2.

A secrecdo basal de catecolaminas foi avaliada a partir das medulas
incubadas em solucdo salina sem estimulador. A secrec¢do foi estimulada pela
incubacdo das medulas em solucédo salina Krebs-Hepes com 30 mM de potassio ou
50 yM de carbamilcolina ou 25 mM de cafeina. Nos experimentos de estimulacao
com altas concentracdes de potassio e cafeina foi retirada quantidade equivalente
de Na* para manter a osmolaridade da solucéo.

As estimulagcbes foram feitas em placas de cultivo de células do tipo Costar
com 96 pocos a temperatura ambiente. Para a medula de cada animal utilizamos 12
pocos consecutivos da placa. A sequéncia de estimulagédo da medula de cada grupo
foi. basal, lavagem, basal, lavagem, basal, lavagem, estimulo, lavagem, basal,
lavagem, basal, lavagem. A medula foi deixada por cinco minutos em cada poco de
solucdo basal e de estimulo (Figura 11). Ao fim da estimulacdo, as solucbes de
incubacédo foram acrescidas de acido acético concentrado (20uL) para conservacao
das catecolaminas e foram armazenadas a -80°C até a dosagem pelo método
fluorimétrico do trihidroxiindol (KELNER et al., 1985). Todo procedimento de
dissecacgéo e estimulagéo in vitro da medula adrenal foi realizada no laboratorio de

Composicgéo de Alimentos do Departamento de Nutricdo da UFJF.
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Os resultados das analises da secrecdo de catecolaminas foram expressos

em ng/mg da adrenal.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NORCROJOROXGL JCIOXOROX®
TEMPO (min): 5 10 15 20 25 30

Figura 11: Esquemaética do sistema utilizado para avaliacdo da secrecdo estimulada
de catecolaminas em medulas adrenais isoladas de ratos. B=solucdo basal /

L=solucdo de lavagem / E=solucédo de estimulo.

4.9.2. Dosagem de catecolaminas totais

As catecolaminas foram dosadas no laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Deparatmento de Biologia da UFJF pelo método fluorimétrico do
trinidroxiindol (KELNER et al, 1985). Para avaliar o processo de secre¢do, foram
medidas as catecolaminas secretadas e as remanescentes nas células da medula.
As glandulas foram congeladas/descongeladas por trés vezes, para posteriormente
serem maceradas e o material centrifugado a 14.000 rpm por cinco minutos, para a
utilizagéo do sobrenadante.

As medulas receberam o mesmo tratamento citado acima para as glandulas.
Foram utilizados 50 pl de cada amostra, tanto das glandulas como das
catecolaminas secretadas e remanescentes das medulas. A este volume foi
adicionado 250 pL de tampéo fosfato 0,5 M, pH 7,0 e, a seguir, 25 L de ferricianeto
de potassio 0,5%. A solucdo foi misturada e incubada por 20 minutos. A reacéao foi
paralisada com a adicdo de 500 ul de acido ascorbico(6%)/NaOH 10 N, na
proporcdo 1:19. Apds este passo foi adicionado 2,0 mL de &gua destilada e a
solucdo homogeneizada novamente para ser submetida a leitura da fluorescéncia
em fluorimetro. Os comprimentos de onda usados para a leitura foram 420 nm de
excitacdo e 510 nm de emissdo. Paralelamente a dosagem de catecolaminas foi
feita curva padrdo de adrenalina. Todas as dosagens foram feitas em duplicatas e

com os tubos em banho de gelo durante todo o procedimento. A concentracao de
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catecolaminas absolutas foi expressa em UM e da concentracdo relativa de
catecolaminas pelo peso da adrenal foi expressa em ng/mg de adrenal.

4.9.3. Avaliacao da expressao da Tirosina Hidroxilase (TH) na adrenal

Esta analise foi realizada no laboratério de Fisiologia Endécrina da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ) pelo método de Western Blotting.
As glandulas adrenais foram homogeinizadas em 1 mL de tampao fosfato (pH7,4),
contendo 1lpL de coquetel de inibidores de proteases (1 mg/ml de aprotinina,
leupeptina e inibidor de tripsina) e centrifugadas a 4°C, 500 rpm por 15 minutos. A
dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976).

A quantidade especifica de proteina total (10ug) foi aplicada em gel de
acrilamida a 10% (SDS-PAGE) e foram separadas segundo o peso molecular. Ocorreu
entao, a transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (Hybond P ECL membrana,
Amersham Biosciences, UK). A membrana foi bloqueada com leite desnatado (5%) em
tamp&o TBS por 90 minutos. Em seguida a membrana foi lavada e incubada a 4°C
(overnight) com anticorpo primario especifico (Anti-TH — mouse monoclonal IgG, Sigma-
Aldrich, USA; 1:2000). Apos lavagem, a membrana foi lavada e incubada com o
anticorpo secundario conjugado com a HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA, USA,; 1:1500) por 1 hora em temperatura ambiente.

As bandas foram reveladas por quimioluminescéncia (ECL, Amersham
Biosciences) acompanhada por exposicao a filme de autoradiografia. As bandas foram
guantificadas por densitometria, utilizando o software Scion Image. A tubulina foi

utilizada como padrao.

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 5 e
expressos como media * erro padrdo da média. Utilizou-se a andlise de variancia
ANOVA one-way com pos- teste de Newman-Keuls para avaliar as diferencas entre
grupos C, PIS e S. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

guando p valor <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITOS DO CONSUMO DE SOJA OU PROTEINA ISOLADA DE SOJA
DURANTE A LACTACAO NAS RATAS LACTANTES (MAES)

5.1.1. Estado nutricional e consumo de isoflavonas

As ratas lactantes ndo apresentaram alteracdo na ingestdo alimentar (Figura
12A) durante da lactagéo, sendo observado apenas um aumento pontual de consumo
das mées PIS e S no dia 18 em relacdo ao grupo C (p=0,0235), o que nao interferiu na
massa corporal (Figura 12B) durante a lactacgéo.

A estimativa da quantidade de isoflavona consumida diariamente pelas ratas S
foi 41,3+1,785 mg e pelas ratas PIS foi 9,87+2,039.
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Figura 12: Consumo diario de racdo (A) e massa corporal (B) das maes receberam
dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os
dados experimentais foram obtidos utilizando-se 8 animais de cada grupo. Dados
expressos como média = epm. * p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.

5.1.2. Concentracbes séricas de 17 B-estradiol e indices de Aterogenicidade

materno

Foi evidenciado diminui¢do do 17 B-estradiol nas ratas que consumiram soja

durante a lactagdo comparado as ratas que do grupo C que consumiram caseina (-
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41,6%, p=0,0186) (Tabela 2). Este parametro nao foi alterado nas ratas que
consumiram PIS. Os indices de aterogenicidade 1 (CT/HDL-c), 2 (LDL-c/HDL-c) e 3
[(CT— HDL-c)/HDL-c] nao foram alterados em ambos os grupos PIS e S (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdes séricas de 17 p-estradiol e indices de aterogenicidade das

ratas lactantes C, PIS e S ao final da lactag&o.

Variaveis avaliadas C PIS S

17 —B estradiol (pg/mL) 78,8848,26  62,84+7,57 46,02+4,21*
indice 1 2,15¢0,17  2,19+0,17 2,69+0,21
indice 2 1,05+0,15  1,03%0,11 1,47+0,20
indice 3 1,15+0,17 1,19+0,17 1,69+0,21

indice 1= CT/HDL-c; Indice 2= LDL-c/HDL-c; indice 3= [(CT — HDL-c)/HDL-c].C: controle caseina;
PIS: proteina isolada de soja; S: soja. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais
por grupo. Dados expressos como média £ epm * vs C; # vs PIS (p<0,05).

5.1.3 Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

no figado

Como observado na figura 13, somente as ratas que consumiram PIS durante a
lactacdo apresentaram reducao de TBARS (-38,24%; p=0,0462) quando comparado ao

grupo C.
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Figura 13: Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em
homogenato hepatico das méaes que receberam dieta controle (C), proteina isolada de
soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados experimentais foram obtidos
utilizando-se 6 animais de cada grupo. Dados expressos como média = epm. * p<0,05

vs C.
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A atividade das enzimas Glutaiona total (A), Glutationa oxidada (GSSG) (B),
Glutationa reduzida (GSH) (C) e a relagdo redox GSH/GSSG (D) no tecido hepético

nao diferiu ao final da lactacéo entre as ratas lactantes que consumiram PIS ou soja

(Figura 14).
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Figura 14: Niveis de glutationa total (A), oxidada (GSSH) (B), reduzida (GSH) (C) e
relacédo redoz GSH/GSSG (D) em homogenato hepatico das maes que receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados
experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais de cada grupo. Dados expressos
como média + epm.

Em relacdo a atividade das enzimas que compde o sistema de defesa
antioxidante endogeno, as ratas que consumiram soja durante a lactacdo apresentaram
reducdo dos niveis de superoxido dismutase (SOD) hepatica (Figura 15A) comparado
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as maes dos grupos C e PIS (-26,04% e -22,10%; p=0,0025 respectivamente).
Entretanto, apresentaram aumento dos niveis de catalase (CAT) (+29,12%; p=0,0462)
guando comparado as ratas PIS (figura 15B). As enzimas glutationa peroxidase (Figura

15C) e glutationa redutase (Figura 15D) nao diferiram entre os grupos.
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Figura 15: Niveis hepaticos das enzimas superdxido dismutase (A), catalase (B),
glutationa peroxidase (C) e glutationa redutase (D) das maes que receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados
experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais de cada grupo. Dados expressos

como média = epm. * p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.

5.1.4. Avaliagéo da funcé&o adrenal

A ingestdo de soja ou PIS na lactagdo ndo alteraram o conteudo absoluto
(Figura 16A) e relativo (Figura 16B) das catecolaminas na medula adrenal, nem o
peso das glandulas das ratas ao final da lactacdo (C: 32,9+2,22mg; PIS:
39,22+4,26mg; S: 31,92+6,49mgQ).
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Figura 16: Conteudo absoluto de catecolaminas na adrenal (A) e conteudo relativo de
catecolaminas pela massa da glandula adrenal (B) das maes que receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados
experimentais foram obtidos utilizando-se 8 animais de cada grupo. Dados expressos

como média = epm.

5.2. EFEITOS DO CONSUMO MATERNO DE SOJA OU PROTEINA ISOLADA DE
SOJA DURANTE A LACTACAO NA PROGENIE AO DESMAME E IDADE ADULTA

5.2.1. Estado nutricional

A figura 17 mostra a evolucdo da ingestao de racao e da massa corporal até
os 150 dias de idade. A ingestdo de racdo foi menor na prole S comparada a prole
PIS no dia 25 (p= 0,0389), nos demais dias ndo houve altera¢cdo do consumo entre
as proles dos grupos C, PIS e S (Figura 17A). Em relacdo a massa corporal, houve
diminuicdo do 72 ao 11 ¢ dia (p<0,05) na prole S comparada a prole C. Nos demais
dias ndo houve alteracdo da massa corporal nos grupos experimentais (Figuras 17B
e 17C).



Massa Corporal (g)

66

A
=9 - C
8
ke —+ PIS
(=]
~ - S
S 204
O
o
()
o
Q 104
7
()
()]
£
0 L] L] L] L] L] L] 1
0 25 50 75 100 125 150 175
Dias
C
B 500
60+
4004
c
401 € 300
o
S
O
© 200
204 @
©
=
100+
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 T T T T T T T T 1
. ~ 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Dias da lacatac&o Dias

Figura 17: Consumo de ragéao (A) e massa corporal da prole durante a lactagéo (B)
e até a vida adulta (C), cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de
soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados experimentais foram obtidos
*

utilizando-se 24 animais de cada grupo. Dados expressos como média + epm.

p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.
5.2.2. Contelido hepatico de colesterol e triglicerideo (TG)

Aos 21 dias de idade, a prole PIS apresentou aumento do TG hepatico (Figura
18A) comparado a prole C (+28,95%; p= 0,0313), ja a prole S apresentou reducao
deste parametro comparado a prole PIS (-23,66%; p= 0,0313). Por outro lado, o

colesterol hepético (Figura 18B) ndo foi alterado neste periodo. Na idade adulta (150
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dias), observou-se maior colesterol hepatico na prole PIS comparado ao grupo C
(+82,97%; p=0,0322), e reducéo deste parametro na prole S em relagdoao grupo PIS (-
45,76%; p=0,0322). O TG hepéatico nao foi alterado nesta idade.
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Figura 18: Niveis hepéticos de triglicerideo (A) e colesterol total (B) das proles aos 21 e
150 dias cujas méaes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja
(S) durante a lactacdo. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais

de cada grupo. Dados expressos como média £ epm. * p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.

5.2.3. indices de aterogenicidade

A tabela 3 apresenta os indices de aterogenicidade, que séo utilizados para
avaliar risco cardiovascular, das proles aos 21 e 150 dias de idade. Aos 21 dias de
idade, ambas as proles cujas maes consumiram soja ou PIS na lactacéo apresentaram
reducdo nos indices 1 (CT/HDL-c) (-22,02% e -27,36%; p=0,0273, respectivamente), 2
(LDL-c/HDL-c) (-28,3% e -34,62%, p=0,0014, respectivamente) e 3 [(colesterol total —
HDL)/HDL] (-26,82% e -33,05%; p= 0,0273, respectivamente). Ja aos 150 dias de
idade, a prole PIS apresentou maior indice 1 e 3 comparado a prole C (+57,72%,
p=0,0082; +104,13%, p= 0,0082, respectivamente) e a prole S mostrou menores
valores de indice 1, 2 e 3 comparado a prole PIS (-41,2%, p=0,0082; -54%, p=0,0293 e
-57,89%, p= 0,0082; respectivamente).
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Tabela 3: indices de aterogenicidade das proles C, PIS e S aos 21 dias e 150 dias de

idade.
C PIS S

21 dias

indice 1 5,81+0,49 4,22+0,14* 4,52+0,41*
indice 2 3,64+0,29 2,38+0,00* 2,61+0,15*
indice 3 4,81+0,49 3,22+0,14* 3,52+0,41*
150 dias

indice 1 2,20%0,29 3,47+0,20* 2,04+0,37#
indice 2 1,25+0,15 1,50+0,19 0,69+0,11#
indice 3 1,21+0,23 2,47+0,20* 1,04+0,37#

indice 1= CT/HDL-c; indice 2= LDL-c/HDL-c; indice 3= [(CT — HDL-c)/HDL-c].C: controle caseina;
PIS: proteina isolada de soja; S: soja. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais
por grupo. Dados expressos como média £ epm * vs C; # vs PIS (p<0,05).

5.2.4. Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

no figado

A figura 19 mostra que aos 21 de idade, as proles das ratas que consumiram
soja durante a lactacdo apresentaram aumento de TBARS (vs. C: +127,27%, vs. PIS:
+143,9%; p=0,0151). Aos 150 dias de idade somente as proles cujas mées receberam
dieta PIS durante a lactacdo apresentaram reducdo de TBARS comparado as proles C

(-39,82%: p=0,0103).
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Figura 19: Niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em
homogenato das proles aos 21 e 150 dias cujas mées receberam dieta controle (C),
proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacéo. * p<0,05 vs C. # p<0,05
vs PIS
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A figura 20 apresenta o teor hepatico de glutationa total (Figura 20A),
glutationa oxidada (GSSG) (Figura 20B), glutationa reduzida (GSH) (Figura 20C) e
relacdo GSH/GSSG (Figura 20D) das proles aos 21 e 150 dias de idade. Pode-se
observar que, aos 21 dias de idade, as proles S e PIS apresentaram reducéo da
GSSG quando comparada a prole C (-22,09% e -33,97%; p= 0,0017,
respectivamente), sem alterar a glutaiona total e a reduzida (GSH); a prole PIS
também apresentou aumento da relacdo GSH/GSSG (vs. C: +39,44%, vs. S:
+47,22%; p=0,0053). Aos 150 de idade ndo houve alteragéo desses parametros nos

grupos experimentais.
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Figura 20: Niveis de glutationa total (A), oxidada (GSSG) (B), reduzida (GSH) (C) e
relacdo redoz GSH/GSSG (D) em homogenato hepético das proles aos 21 e 150 dias
cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S)
durante a lactagdo. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 6 animais de

cada grupo. Dados expressos como meédia + epm. * p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.
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Quando avaliada a atividade das enzimas que atuam na defesa antioxidante, foi
observado que, ao desmame ( 21 de idade), as proles cujas maes consumiram soja na
lactacdo apresentaram aumento da atividade hepatica da superédxido dismutase (SOD)
em relacdo as proles C e PIS (vs. C: +10,87% e vs. PIS: +9,18%; p=0,039,
respectivamente) (Figura 21A) e também da glutationa peroxidase (GPx) (+137,69%;
p=0,0125) e glutationa redutase (GR) (+33,01%; p=0,0231) quando comparada ao
grupo controle (Figuras 21 C e D, respectivamente). Ja a prole PIS apresentou aumento
somente da atividade de GR em relacdo ao grupo C (+53,68%; p=0,0231) (Figura 21D).
A catalase (CAT) nao foi alterada neste periodo. Ja aos 150 dias de idade, somente
esta enzima apresentou alteracdo, estando aumentada na prole S (vs. C: +16,3%, vs.
PIS:+17,55%; p=0,0061) (Figura 21B).
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Figura 21: Niveis hepaticos das enzimas superdxido dismutase (SOD) (A), catalase
(CAT) (B), glutationa peroxidase (GPx) (C) e glutationa redutase (GR) (D) das proles
aos 21 e 150 dias cujas maes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja
(PIS) e soja (S) durante a lactagdo. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se
6 animais de cada grupo. Dados expressos como média + epm. * p<0,05 vs C; #

p<0,05 vs PIS.
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5.2.5. Avaliagéo da funcé&o adrenal

O conteudo de catecolaminas absoluto (Figura 22A) e relativo (Figura 22B) na
glandula adrenal ndo foram alterados nas proles aos 21 dias. Entretanto, aos 150
dias de idade, observamos que o grupo PIS apresentou menor conteido absoluto
(vs. C: -15,82%, vs. S: -14,68%; p= 0,0436) e relativo (vs. C: -17,96%, vs. S: -
29,45%; p=0,0081) de catecolaminas na adrenal.

Em ambos os periodos, a massa da adrenal ndo diferiu entre os grupos (21
dias - C: 10,03%0,77; PIS: 11,73+0,54; S: 11,74+1,33; 150 dias - C: 27,92+0,60; PIS:
27,6840,78; S: 26,08+1,93).
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Figura 22: Conteudo absoluto das catecolaminas na glandula adrenal (A), conteudo
relativo das catecolaminas pela massa da adrenal (B) das proles aos 21 e 150 dias
de idade, cujas méaes receberam dieta controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e
soja (S) durante a lactacdo. Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 8
animais de cada grupo. Dados expressos como média = epm. * p<0,05 vs C. #
p<0,05 vs PIS.
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A figura 23 exibe que ndo houve alteragdo na expresséo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) entre os grupos experimentais na idade adulta (Figura 23A e 23B), o
que reflete que a sintese de catecolaminas néo esta alterada, uma vez que a TH é a

enzima limitante da biossintese de catecolaminas.
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Figura 23: Expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) na medula adrenal da
prole aos 150 dias de idade, cujas maes receberam dieta controle (C), proteina
isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Estéo ilustradas as bandas
proteicas obtidas por Westen Blotting (A) e a densitometria esta representada como
unidades arbritarias (B). Os dados experimentais foram obtidos utilizando-se 6

animais de cada grupo. Dados expressos como média £ epm.

A secregéo basal de catecolaminas € utilizada para avaliar se sem a presenca
do segretagogo ha alteracdo da secre¢do de catecolaminas. Para isso, € utilizada a
concentracdo de catecolaminas aos 15 minutos de estimulagdo (5° poco da
secrecao in vitro), pois até os 10 minutos (primeiros 4 pocos) a glandula esta se
adaptando ao ambiente (ANDREAZZI et al.,, 2015). A figua 24 apresenta que o0
tratamento com S ou PIS durante a lactagcdo ndo gerou alteracdo da secrec¢éo basal

de catecolaminas pela medula adrenal das proles na vida adulta.
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Figura 24: Secrecéo basal de catecolaminas em pM (A) e ng/mg da glandula (B) na
medula adrenal da prole aos 150 dias de idade, cujas maes receberam dieta
controle (C), proteina isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactacdo. Os dados
experimentais foram obtidos utilizando-se 30 animais de cada grupo. Dados

expressos como média £ epm. *p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.

A figura 25 mostra que a prole cuja as mées consumiram PIS durante a
lactacdo apresentaram, na idade adulta, maior secrecdo de catecolaminas pela
medula adrenal quanto estimulada por cafeina (vs. C: +44,45%, vs. S: +79,18%; p=
0,0070). Entretanto, quando estimulada por potdssio e carbamilcolina ndo houve

alteracdo da secrecao in vitro de catecolaminas pela medula adrenal dos grupos.
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Figura 25: Catecolaminas secretadas in vitro. Secrecdo estimulada por 25mM de
cafeina ou 30mM de potassio ou 50mM de carbamilcolina na medula adrenal da
prole aos 150 dias de idade, cujas maes receberam dieta controle (C), proteina
isolada de soja (PIS) e soja (S) durante a lactagdo. Os dados experimentais foram
obtidos utilizando-se 10 animais de cada grupo. Dados expressos como média *
epm.* p<0,05 vs C. # p<0,05 vs PIS.
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Tabela 4: Resumo dos resultados do consumo de S e PIS durante a lactagdo nas

maes e proles aos 21 e 150 dias de idade.

Maes Maes Maes Prole Prole Prole Prole Prole Prole
PISxC SxC SxXPIS | 21dias 21dias 21dias | 150dias 150 dias 150 dias
PISxC SxC SxPIS PISxC SxC SxPIS
Ingestéo _ _ - - - - - _
AI?mentar T18° dia T18°d|a - l25° dia
178 - l -
estradiol
- - - - l 7°a0 - - - -

MC 11° dia
CT/HDL - - - l l - 1 -
LDL/HDL - B B l B - -

(CT-HDL)/HDL

TG hepdtico

Colesterol
hepéatico

TBARS

Glutationa
Total

GSSG

GSH

GSH/GSSG

SOD

—

CAT

v k—

GPx

GR

— |—

Catecolami
na absoluta

—

Catecolami
na relativa

—

TH

Secrecao
basal

Secrecao
Cafeina

Secrecao
Potassio

Secrecao
Carbamilco-
lina

MC: massa corporal; CT: colesterol total; LDL: colesterol LDL; HDL: colesterol HDL; TG: trigliceridio;
SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase;
GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; TH: tirosina hidroxilase; C: controle caseina;

PIS: proteina isolada de soja; S: soja; 1: ocorreu aumento; |ocorreu diminuigdo; - : sem alteracao.
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6. DISCUSSAO

Os dados do presente estudo demonstram que 0 consumo de soja ou de sua
proteina isolada durante a lactacdo promoveu alteracbes enddcrino-metabdlicas
diferentes em suas proles, sendo observados, de forma geral, efeitos mais positivos
guando o alimento soja foi consumido. De fato, tem sido relatado na literatura que os
efeitos do consumo do alimento sédo capazes de trazer beneficios ao organismo que
ndo sao replicados quando ha ingestdo do nutriente ou componente bioativo de
forma isolado (CERQUEIRA et al.,, 2007), o que corrobora e reforca resultados
anteriores observado por nosso grupo neste modelo (VIEIRA, 2016; VIEIRA et al.,
2018).

Foi evidenciado neste estudo, pela primeira vez, que o consumo materno de
soja na lactacdo programou a progénie adulta para melhores indices de
aterogenicidade e maior atividade da enzima antioxidante catalase sem alteracédo da
funcdo adrenal. J& o consumo de PIS na lactacdo programou a prole adulta para
aumento dos indices de aterogenicidade 1 (CT/HDL-c) e 3 [(CT— HDL-c)/HDL-c],
associado a maior colesterol hepatico e diminuicdo do conteddo de catecolaminas
na adrenal devido a maior secre¢cdo. Embora ndo seja conhecido o impacto dessas
alteracdes na saude da progénie, € plausivel que o consumo materno de soja na
lactacéo tenha efeitos cardioprotetores em longo prazo, uma vez que 0s parametros
avaliados neste estudo tém estreita relacdo com aspectos da fisiopatologia das
DCV.

A base para a prevencdo das DCV tem sido o controle dos fatores de risco
cardiovascular modificAveis. Entre estes, é sabido que mudancas no padrédo
alimentar associdados a um estilo de vida saudavel podem ter grante impacto sobre
a hipertenséo arterial, dislipidemias e estresse oxidativo (BRASIL, 2007). Assim,
estudos que avaliem os efeitos positivos de alimentos sobre estes parametros de
risco cardiovascular sdo de grande interesse.

Nesse sentido, a soja tem sido bastante investigada. Esta leguminosa é
considerada um Alimento Funcional desde 1999 pela FDA (Food and Drugs
Administration) devido ao seu potencial terapéutico na prevencdo de DCV
(EMBRAPA, 2017). No Brasil em 2005, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
também incluiu a soja na lista de alimentos com capacidade funcional, e determinou

que o consumo diario de 25 g de soja/dia é capaz de proteger contra o
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desenvolvimento de DCV (BRASIL, 2005), atuando principalmente na melhora do
perfil lipidico (SIMMEN et al., 2010; CHI et al.,2016; YAN et al., 2017) e antioxidante
(BRIONES e TOUYZ, 2010; QIAN et al.,2012; YOON e PARQUE, 2014). No
presente estudo estamos mostranto, que o consumo de soja na lactagdo modula
fatores relacionados a DCV na progénie adulta, sendo possivel que exerca efeitos
cardioprotetores futuros quando consumida em periodo critico da vida.

Sabe-se que a exposicdo a diferentes fatores - nutricionais, hormonais e
ambientais - em fases criticas da vida, como na lactagdo, podem promover
mudancas estruturais, metabdlicas e funcionais na progénie, o que podera gerar
uma programacdo para a doen¢a ou para a saude (BARKER, 1998; MOURA e
PASSOS, 2005; MOURA et al, 2008; ROSENFELD, 2017). De fato, estudo recente
do nosso grupo demonstrou que o0 consumo materno de soja ha lactacdo promoveu
na progénie adulta reducdo dos niveis de colesterol total e LDL-c, aumento do
contetdo mineral total e protegeu a prole de alteracdes no metabolismo glicidico
(VIEIRA et al., 2018). Enquanto que o consumo materno de PIS programou para
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, além de reducdo na
massa proteica corporal e conteudo mineral total (VIEIRA, 2016).

Os fatores envolvidos nas alteracdes observadas neste modelo ndo séao
totalmente elucidados, porém tem sido sugerido que durante a lactacdo, pode
ocorrer a transferéncia, via leite materno, de hormonios e/ou componentes da dieta
materna para a prole, inclusive estradiol e isoflavonas da soja (FOSTER et al., 2002;
JEFFERSON et al., 2012; JARRELL et al., 2012).

Desta forma, € possivel que as diferentes alteragcdes encontradas entre as
proles S e PIS no estudo de Vieira (2016) e no presente estudo, estejam
relacionadas, em parte, com a diferenca na concentracéo de isoflavonas das dietas,
e consequentemente, com a quantidade consumida deste flavondide. A quantidade
estimada de isoflavonas na dieta do grupo S é maior que a do grupo PIS, o que
contribui para maior ingestéo desses flavonoides pelas ratas lactantes S (41,3+£2,785
mg/dia) em relacdo as ratas PIS (9,87+2,039 mg/dia), j& que a ingestdo alimentar é
semelhante entre estas.

Corroborando os dados de Vieira (2016), o consumo de soja e sua proteina ndo
alterou o estado nutricional materno e de suas proles ao desmame e na idade adulta.
Foi evidenciada apenas reducdo pontual da massa corporal da prole S do 7° ao 11° dia

da lactacdo. Esta alteracdo pode ter relacdo com a maior transferéncia de isoflavonas
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e/ou estradiol via leite materno, para a prole neste periodo, uma vez que é sabido que
tanto as isoflavonas como o estradiol atuam diminuindo a adipogénese e o acumulo de
gordura corporal (PARK et al., 2009; BROWN e CLEGG, 2010; YANG, 2012;
PALACIOS-GONZALEZ et al., 2014). A transferéncia de 17 B-estradiol para a prole
pode explicar em parte, a menor concentracdo sérica deste horménio nas ratas que
consumiram soja durante a lactagdo.

Neste estudo, foi determinado o risco cardiovascular a partir de alguns indices
de aterogenicidade descritos na literatura. Estes indices que avaliam a correlacao
entre as fracdes de colesterol representam uma medida indicativa da propensao ao
desenvolvimento de aterosclerose (CHOI et al., 1991; YANG et al., 2008). N&o foi
observado alteracbes nesses indices ao final da lactacdo (21 dias) nas ratas
lactantes que consumiram dieta a base de S ou PIS. Por outro lado, ambas as
proles dessas méaes (S e PIS) apresentaram valores significativamente menores
para todos os indices aterogénicos avaliados. Tal protecdo para DCV observado ao
desmame néo foi refletida de forma igual na idade adulta (150 dias) para a prole PIS,
uma vez que esta apresentou valor maior para os indices de aterogenidade 1 (CT/HDL-
c) e 3 (CT — HDL) / HDL) comparado ao controle. J& a prole S, mostrou menores
valores em todos os indices comparado a prole PIS, se comportando de maneira
semelhante aos animais do grupo C. Dessa forma, esses resultados indicam que o
consumo materno de soja na lactacdo parece conferir um perfii de menor risco
cardiovascular na progénie adulta, e por outro lado, o consumo de PIS de maior risco
cardiovascular.

Sabe-se que o HDL-c diminui a expressdo de moléculas de adesdo e
promove o efluxo de colesterol inibindo a oxidacdo do LDL-c na artéria e prevenindo
a aterosclerose (BRASIL, 2007; BARTER, 2013). Além disso, possui propriedades
antioxidantes, antitromboticas e anti-inflamatérias, que potencializam sua funcéo
cardioprotetora (FORTI e DIAMENT, 2006; BARTER, 2013). Portanto, quanto
maiores os niveis de HDL-c, menores as rela¢cdes CT/HDL-c, LDL-c/HDL-c e (CT-
HDL-c)/HDL-c e maior o efeito protetor. Por outro lado, em estudo recente no nosso
grupo (VIEIRA, 2016; VIEIRA et al., 2018) utilizando o mesmo modelo experimental,
nao foi evidenciado aumento desta lipoproteina (HDL-c) nas proles S e PIS, porém
as fracbes de colesterol consideradas como de risco é que apresentaram
modificagdes, sendo evidenciada nos animais S adultos diminui¢cdo da fracdo LDL-c,

enquanto na prole PIS se observou aumento de colesterol total associado a maior
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TG séricos. Desta forma, os dados do presente estudo reforcam nossos dados
anteriores de que o consumo materno de soja na lactacdo confere um perfil lipidico
associado a protecao cardiometabdlica, enquando o de PIS um perfil de maior risco
caridometabalico.

O figado € o 6rgao responsével por exportar nutrientes, como os lipideos, aos
outros 6rgaos nas proporgcdes necessarias, minimizando as altera¢cdes do metabolismo
(NELSON e COX, 2011). Os resultados dos teores hepaticos de colesterol e TG
reforcam os dados de perfil lipidico e indices de aterogenicidade evidenciados nos
animais S e PIS. Foi observado que a prole PIS apresentou aumento do TG hepatico
aos 21 dias de idade e aumento do colesterol total hepéatico aos 150 dias de idade,
engquanto a prole S manteve os niveis destes parametros semelhantes aos do controle,
apresentando inclusive diminuicéo significativamente quando comparada a prole PIS.

Cabe mencionar que a repercussao do aumento de TG hepatico aos 21 dias na
prole PIS, ndo é determinado. Entretanto, embora este pardmetro ndo tenha sido
alterado na idade adulta, ndo se pode descartar que ele seja um fator de imprint
metabdlico para o surgimento de algumas alteracbes metabdlicas ja evidenciadas
anteriormente por nOSSO Qgrupo nesses animais na idade adulta, como a
hiperinsulinemia, hipercolesterolemia hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina
(VIEIRA, 2016).

Contrario ao observado por nés, Han et al (2017) mostraram que 0 consumo
de PIS por ratas durante duas semanas antes do acasalamento, na gestacao e na
lactacdo ndo alterou as concentracBes hepéticas de TG ou colesterol da prole, aos
21 dias de idade, além de menores niveis séricos de TG, acidos graxos livres e
HDL-c. Entretanto, observaram aumento de expressao de genes-alvo de PPAR e de
adenosina 5 monofosfato proteina quinase (AMPK) no figado da prole PIS. Eles
associaram este efeito com a reducado da lipogénese hepatica, aumento da oxidacao
de éacidos graxos e aumento do catabolismo de acido biliar. Concluem que o
metabolismo lipidico alterado da prole pode ser atribuido a composicdo de
aminoacidos da fonte dietética materna.

Os fatores envolvidos na maior protecdo cardiometabdlica conferida pelo
consumo de soja, ndo estao totalmente estabelecidos, mas acreditamos que tenha
relacdo com a maior transferéncia de isoflavonas pelo leite materno, ja que as ratas
soja tiveram um maior consumo de isoflavonas; além da possivel maior passagem

de estradiol pelo leite, uma vez que essas ratas apresentaram menor nivel de 17 (3-
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estradiol no soro, o que corrobora para esta transferéncia via leite. E como ja estéo
estabelecidos, ambos isoflavonas e estradiol, aumentam a expressédo de diversos
genes envolvidos na oxidacado de acidos graxos, bem como aumentam a expressao
dos receptores de LDL-c no figado (MULLEN et al.,, 2004, PARK et al.,, 2009;
FRIGOLET et al., 2009; BROWN e CLEGG, 2010; PALACIOS-GONZALEZ et al.,
2014).

Mullen et al. (2004) evidenciaram que extrato de soja contendo isoflavonas ou
as isoflavonas isoladas aumentam a forma madura de SREBP-2 (proteinas de
ligacdo aos elementos reguladores de esterol) em células hepatocarcinomas
humana, gerando aumento da expressao ou atividade do receptor LDL-c superficial
O que, por sua vez, aumenta a depuracdo do colesterol no soro. Esses
pesquisadores sugerem que as isoflavonas podem inibir a atividade da enzima
HMG-CoA redutase (uma enzima da via metabdlica que produz o colesterol e outros
isoprendides) com um efeito semelhante a estatina ou poderiam exercer seus efeitos
diretamente na maturacdo do SREBP.

Além da reducdo da expressdo dos SREBPs, estudos mostram que as
isoflavonas da soja atuam nos receptores ativados por proliferadores de peroxisomas
(PPARSs), regulando os genes da via lipogénica o que pode levar a transcricdo de genes
que codificam proteinas para a -oxidagéo e para a dissipacdo de energia (PARK et al.,
2009; FRIGOLET et al., 2009; PALACIOS-GONZALEZ et al., 2014). Assim, o teor de
isoflavonas da dieta S pode ser responsavel pela manutencéo dos niveis de colesterol e
triglicerideos hepaticos da prole S, apesar de suas maes terem consumido maior teor
de gordura, proveniente da racdo, durante a lactacdo. Além disso, o percentual de
carboidrato da dieta S € um pouco menor que as dos grupos C e PIS, o que pode
também contribuir em parte para a reducdo dos niveis de TG hepatico na prole S,
comparada a prole PIS.

Desta forma, como na prole PIS é sugerido menor passagem de isoflavonas
que na soja, é possivel que esse controle da depuragéo de colesterol e regulagéo da
sintese de colesterol possa esta alterado nos animais PIS. E necesséario avaliar
futuramente esses fatores neste modelo para se compreender os fatores envolvidos
nessas alteragcdes no metabolismo lipidico e acimulo de colestol hepatico nesses
animais.

Neste estudo foram avaliados também parametros do estresse oxidativo e

resposta antioxidante, ja que a soja apresenta propriedades antioxidantes, e essa
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acao pode ter relacdo com seus efeitos cardioprotetores (BARBOSA et al., 2006;
ERBA et al., 2012; JAVANBAKHT et al., 2014). De forma geral, foi evidenciado que o
consumo de soja e PIS promove alteracdes diferentes nesses parametros.

Um dos biomarcadores de estresse oxidativo que foi avalido neste estudo foi o
nivel de TBARS, que € utilizado como indicador de peroxidacdo lipidica. Foi
evidenciado ao final da lactagéo, que as méaes PIS apresentaram reducao de TBARS,
sem alterar os niveis das enzimas antioxidantes assim como das glutationas. As maes
S, por outro lado, ndo alteraram os niveis de TBARS e as formas de glutationas, mas
apresentaram diminuicdo da SOD (vs. C e PIS) e aumento da CAT (vs. PIS), sem
alteracéo nas demais enzimas antioxidantes.

Ja foi demonstrado que o estradiol € um horménio que aumenta os niveis
de enzimas antioxidantes no organismo (MARTINS, 2003; LIMA et al., 2007). Visto
gue as méaes que consumiram soja durante a lactacado apresentaram menor teor de
estradiol sanguineo, a reducdo dos niveis de SOD nessas pode estar relacionada
diretamente com a diminui¢cdo desse hormoénio, embora isso ndo se aplique a CAT,
uma vez que esta apresenta-se aumentada. Nao descartamos que 0 maior teor de
isoflavonas na dieta soja, e a consequente maior ingestdo deste flavondide,
contrabalancia os efeitos do estradiol.

A prole das maes que consumiram soja na lactacdo apresentou ao desmame (21
dias) aumento de TBARS comparado as proles C e PIS, associado a maior atividade
das enzimas antioxidantes SOD (vs. PIS e C), GPx e GR (vs. C) e reducédo da
glutationa oxidada (vs. C). Esses dados permitem inferir que a prole S responde a maior
peroxidacéo lipidica, aumentando a atividade das enzimas de defesa antioxidante.

Considerando a hipétese de que o estradiol tenha sido transferido da méae S
para a sua prole via leite materno, € possivel que a maior concentracdo de estradiol
nessa fase esteja modulando positivamente a SOD na prole S, aumentando sua
concentragdo. Da mesma forma, a transferéncia de isoflavonas da soja também
podem estar relacionadas com esse desfecho.

N&o esta determinado o fator relacionado ao aumento de TBARS nesses
animais. Estudo recente do nosso grupo evidenciou que esses animais apresentam
aumento de TG associado a hiperleptinemia ao desmame (VIEIRA et al., 2018), e
como ja estd descrito na literatura que a peroxidacao lipidica tem forte correlagéo
positiva com a hipertrigliceridemia (GIACOMINI et al., 2013), é plausivel que esta

esteja contribuindo para o aumento da peroxidacéo lipidica na prole S.
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Aos 21 dias de idade, a prole PIS ndo alterou o nivel de TBARS e apresentou
aumento da enzima glutationa redutase (GR) e reducao da glutationa oxidada (GSSG)
gue contrubui para maior relacdo entre a glutationa reduzida pela oxidada
(GSH/GSSG), o que indica menor estresse oxidativo nesses animais neste periodo.

Analisando o ciclo da gutationa, pode-se observar que o aumento da relagao
GSH/GSSG presente na prole PIS aos 21 dias de idade é decorrente do aumento da
atividade de GR, pois ela transforma a glutationa oxidada em reduzida, diminuindo
assim a concentracdo de GSSG. Apesar da prole S apresentar reducdo da
concentracdo de glutationa oxidada devido ao aumento de GR, ela também
apresenta aumento da atividade de GPx, fazendo com que a relacdo GSH/GSSG
nao se altere.

Estudos mostram que as isoflavonas da soja parecem ter acédo na eliminacao de
radicais livres, ajudando no controle do estresse oxidativo (BARBOSA, 2006; BLAY,
2010). No presente estudo a prole adulta das mées que consumiram soja durante a
lactacdo apresentaram niveis normais da atividade de SOD, GPx e GR hepaticas, com
aumento significativo da atividade da CAT, comparado as proles C e PIS, e ainda nédo
apresentaram alteracdo no TBARS. O aumento de SOD ao desmame na prole S pode
ter programado o aumento da atividade de CAT na idade adulta, visando reduzir os
niveis de H202 no organismo, minimizando assim o estresse oxidativo. E possivel que
esses fatores estejam associados a uma defesa antioxidante aprimorada devido a
presenca de isoflavonas no inicio da vida destes animais.

Semelhante ao observado nas maes que consumiram PIS na lactacéo, a prole
PIS adulta apresentou reducdo de TBARS, ou seja, menor peroxidacao lipidica, sem
alterar as enzimas antioxidantes e as concentracdes de glutationas. Anteriormente
Vieira (2016), usando o mesmo modelo experimental, evidenciou que esses animais
foram programados para hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia, que séo fatores, como
ja citado anteriormente, que tem correlacdo positiva com a peroxidacao lipidica.
Portanto, os resultado observados na idade adulta nos animais PIS, sugerem que
outros mecanismos de neutralizacdo de radicais livres ndo-enzimdtico, como por
exemplo agentes quelantes de metais, sequestradores do H202 e doadores de elétrons,
estejam atuando. O perfil de aminoacidos presentes na PIS e/ou sua concentracao de
isoflavonas podem ser fatores associados a eficiéncia desses mecanismos nao

enzimaticos.
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Estudos que avaliam atividade antioxidante da soja e sua proteina com
programacao metabdlica sdo escassos. Yoon et al (2017) observaram que as proles
das ratas que consomem baixo teor de PIS (10%) durante a gestacdo e lactacao
apresentam, aos 21 dias de idade, atividades de CAT e GPx maiores comparadas
as proles cujas maes consumiram dieta com teor proteico de 20% de PIS. Estes
animais ndo apresentaram altera¢cdes dos demais indicadores do estresse oxidativo,
incluindo glutationa total, GR e TBARS. Embora estes dados ndo possam ser
comparados com os do presente estudo, pois tratamos as maes somente no periodo
da lactacdo, observa-se que a quantidade de proteina de soja é outro fator que pode
influenciar na resposta antioxidante.

Quando se trata de efeitos na resposta antioxidante da soja, PIS e isoflavonas
mesmo em estudos que ndo utilizaram modelos de programacao, ndo ha consenso,
uma vez que alguns estudos apresentaram resultados positivos em relacdo ao
potencial antioxidante e reducdo do estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2006;
ERBA et al.,, 2012; JAVANBAKHT et al., 2014), e outros nenhum ou pouco efeito
sobre esses parametros (VEGA-LOPEZ, 2005; BARBOSA, 2006; SCHRADER et al.,
2012)

As diferengas encontradas nos estudos podem estar relacionadas a diversos
fatores, tais como: metabolismo das isoflavonas que podem sofrer alteracdes
dependendo da composicdo e atividade da microbiota intestinal, a quantidade de
hidratos de carbono da dieta, j& que sua presenca gera um aumento na producéo de
equol, o teor de isoflavona na soja ou sua proteina, o periodo de tratamento e a
forma como a soja ou seus compostos se apresentam (BARBOSA et al., 2006;
MAHMOUD, et al., 2014). Ressalta-se que ha poucos estudos que tenham
trabalhado especificamente com o alimento soja, como no presente estudo. A
maioria avalia os efeitos da PIS ou isoflavona isolada.

Neste estudo também foi avaliado a funcdo da medula adrenal, uma vez que
a concentracdo de catecolaminas no organismo é outro fator que também tem
correlagdo com DCV, e ndo ha estudos in vivo avaliando os efeitos da soja e PIS
sobre estas.

O consumo de soja ou PIS durante lactacdo néo alterou o conteudo relativo e
absoluto de catecolaminas na medula adrenal nas ratas lactantes e de suas proles
ao final da lactacdo. Nao temos conhecimento de estudos semelhantes ao nosso.

Entretanto, estudos in vitro demostraram que a sintese e a secrecdo de
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catecolaminas pela adrenal sofrem interferéncia da concentragéo da isoflavona. A
daidzeina em baixas concentracdes (0,01-1,0 uM) estimulou a sintese e secrecao
de catecolaminas nas células medulares adrenais de bovinos, mas em altas
concentragdes (1, 10 e 100 uM) a daidzeina reduziu significativamente a secregao
de catecolaminas quando induzida pela acetilcolina nessas células (LIU et al.,2007;
YANAGIHARA et al., 2008). Desta forma, é possivel que a quantidade de isoflavona
biodisponivel nas ratas S e PIS, ndo foi capaz de alterar a sintese de catecolaminas
na adrenal.

Outra questdo importante que pode influenciar nos resultados encontrados, é
gue os estudos in vitro trabalharam com a dadzeina isolada, e na soja e PIS, temos
todas as formas de isoflavonas, tendo uma concentracdo maior de genisteina do que
dadzeina (MAHMOUD et al., 2014; MELINA et al., 2016).

Na idade adulta, por outro lado, foi observado que a prole cujas ratas
consumiram PIS durante a lactacdo apresentou menor conteudo absoluto e relativo
das catecolaminas comparado ao controle e ao grupo S. Ja a prole das ratas que
consumiram S durante a lactacdo nao apresentaram alteracbes no conteudo
absoluto e relativo de catecolaminas na medula adrenal.

Para testar se a alteracdo no contetudo de catecolaminas na medula adrenal
estava relacionada com alteracfes na sintese ou na secrecdo de catecolaminas pela
adrenal, foram avaliadas a expressdo da enzima TH, e a secrecdo in vitro de
catecolaminas pela adrenal por estimulos exdgenos, conhecidos como tendo essa
acdo (carbamilcolina, potassio e cafeina).

A TH é a enzima limitante na via de biossintese das catecolaminas na medula
adrenal. Ela apresenta um controle rigoroso devido a importancia fisiolégica das
catecolaminas no organismo. No presente trabalho ndo foram observadas
alteracdes na expressao da TH na glandula adrenal das proles S e PIS na idade
adulta. Estes dados indicam que a alteracdo observada no conteudo de
catecolaminas nos animais PIS, ndo estdo relacionadas a mudancas na sintese de
catecolaminas na adrenal, ou seja, 0 menor contetdo de catecolaminas na prole PIS
nao é devido a menor sintese dessas.

Desta forma, foi avaliado entdo, a secrecdo de catecolaminas pela adrenal
nestes animais adultos. Foi evidenciado maior secre¢do de catecolaminas pela
adrenal na prole PIS quando estimulada pela cafeina. Esses dados mostram que

esses animais parecem apresentar maior estimulo para a secrecdo de
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catecolaminas, o que pode estar associado ao menor conteido destas na adrenal.
A cafeina é um potente mobilizador de célcio dos estoques intracelulares (reticulo
endoplasmatico) (GARCIA et al.,, 2006). Cabe mencionar, que somente o
estimulador cafeina promoveu maior secre¢cdo de catecolaminas. Esse resultado
demonstra que, de alguma forma, a programacdo com PIS afeta os pools
intracelulares de calcio.

Os resultados de conteudo, sintese e secrecdo de catecolaminas adrenais da
prole S adulta demosntraram que o consumo materno de soja durante a lactacéo
nao gerou alteracdes na fungéo adrenal da progénie, como evidenciado na prole PIS
aos 150 dias. Esses resultados influem que a PIS, ao contrario da soja, gerou uma
programacdo de maior alteracdo em pontos chaves do metabolismo de
catecolaminas.

N&o conhecemos os fatores envolvidos nas alteragbes da fungédo adrenal
evidenciadas na prole PIS na idade adulta. Entretanto, € possivel sugerir que a
provavel transferéncia de isoflavonas pelo leite materno explique em parte, 0s
resultados encontrados. Sabe-se que o estradiol aumenta os niveis de célcio
intracelular por mobilizacdo do reticulo endoplasmético (REVANKAR et al., 2005;
NILSSON et al., 2011), portanto, um maior teor de estradiol deveria gerar aumento
do Ca?* citosético e assim, maior secrecdo de catecolaminas. A mae PIS ndo
apresentou alteracdo no estradiol sérico, e, além disso, apresentou consumo de
isoflavonas cerca de 1/4 menor que as maes S. Assim, 0 baixo teor de isoflavonas
proveniente da dieta, associado a niveis normais de estradiol na prole PIS, podem
estar contribuindo para que a isoflavonas exercam efeito agonista ao estradiol,
intencificando seu efeito na mobilizacdo do Ca?* do reticulo plasmatico,
programando assim, aumento da secrecao de catecolaminas.

Entetanto, as maes S apresentaram reducdo do estradiol e receberam alto
teor de isoflavonas durante a lactacdo, o que pode ter interferido na acdo deste
horménio a partir da competicdo pelos sitios de ligacdo, exercendo efeito
antagonico. Desta forma, a interacdo entre a concentracdo de estradiol e alto teor de
isoflavonas na dieta S pode ter programado a prole adulta para normalizacédo do
Ca?* citoso6tico, ndo interferindo na secrecdo de catecolaminas.

O impacto das alteracdes observadas na funcdo da medula adrenal neste
estudo ndo é conhecido, e ndo foram realizados ainda outros estudos in vivo

avaliando o efeito do consumo de soja ou de seus componentes sobre a funcéo
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desta glandula, o que dificulta a interpretagcdo desses resultados. Entretanto, &
conhecido que o aumento descontrolado da secrecdo das catecolaminas pela
adrenal pode gerar crise hipertensiva, arritmias e danos no miocardio, além de
alteracdes em varios parametros metabodlicos (GARCIA et al., 2006; DIEGO et al,
2008; MOURAO JR e ABRANMOV, 2011; TEKIN et al, 2014). Portanto, a
manutencdo de niveis adequados desses horménios é fundamental para
manutencdo da pressao arterial normal, da homeostase cardiovascular e melhor
adaptacao a eventos estressantes.

Desta forma, avaliando sob a ética de risco cardiovascular, a prole S parece
apresentar um perfil de menor risco em relagdo a prole PIS, que secreta maior
guantidade de catecolaminas.

E importante salientar que as andlises de catecolaminas s&o
extremamente sensiveis e apresentam grande diferenca no resultado de cada
animal, sendo necesséria a utilizacdo de um maior niumero de glandulas para que
os resultados sejam validos. No presente estudo, apesar de termos usado um
namero de animais considerado adequado para esta analise, observamos algumas
variacoes, em especial da avaliacdo da secrecao in vitro.

Os resultados encontrados neste estudo, de certa forma reforcam as
diretrizes atuais de alimentacdo saudavel e do Guia Alimentar para a Populacao
Brasileira (2014), na medida em que sugere que o consumo do préprio alimento,
sem processamento (in natura) apresenta efeitos mais positivos sobre a saude
cardiometabolica. E necessario mencionar que nio é somente um alimento que tera
efeito sobre a saude, mas sim um conjunto de mudancas no estilo de vida como um
todo. Além disso, o consumo em excesso de qualquer alimento pode ser prejudicial.

Desta forma, o consumo de soja em fases criticas da vida deve ser em
equilibrio com outros alimentos, ndo se tendo ainda um consenso sobre a
quantidade que deve ser consumida para se ter efeitos positivos e se 0 seu
consumo € seguro nas fases iniciais da vida, jA que ha estudos também mostrando
efeitos negativos do seu consumo sobre outros parametros, como sistema
reprodutor (RUHLEN et al., 2008). Desta forma, a realizacdo de mais estudos sobre
a tematica € necessaria, em especial nessas fases criticas do desenvolvimento, ja
gue ha poucos estudos em modelos animais e nenhum identificado em seres
humanos, visto que a maioria dos estudos em humanos avaliam os efeitos do

consumo de soja em fases tardias da vida (menopausa).
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Cabe mencionar que este estudo apresenta limitagbes que precisam ser
consideradas, como a néo realizacdo da quantificacdo das isoflavonas nas dietas e
estradiol no leite, avaliacdo de outros parametros do metabolismo lipidico, bem
como a utilizacdo de outros parametros que avaliem risco cardiovascular. Essas
andlises seriam interessantes para complementar e reforca a discussdo dos

resultados encontrados.
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7. CONCLUSAO

O consumo de soja ou de sua proteina isolada por ratas durante a lactacao
programa alteracdes diferentes nos mecanismos relacionados com a cardioprotecao
da progénie. O consumo materno de soja na lactagcdo programou a progénie adulta
para melhores indices de aterogenicidade, maior atividade da enzima antioxidante
catalase e nédo alteracdo da funcdo da medula adrenal. Ja o consumo de PIS na
lactacdo programou para aumento em dois dos indices de aterogenicidade [CT/HDL-
c e (CT-HDL-c)/HDL-c], associado a maior colesterol hepatico e diminuicdo do
contetdo de catecolaminas na adrenal devido a maior secrecdo. Embora ndo seja
conhecido o impacto dessas alteracfes na saude da progénie, é plausivel que o
consumo materno de soja na lactacdo tenha efeitos cardioprotetores em longo
prazo, uma vez que 0s parametros avaliados neste estudo tém estreita relagdo com
aspectos da fisiopatologia das doencas DCV.

E sugerido que as diferencas encontradas neste estudo podem ser
justificadas pelo teor de isoflavonas presente em cada dieta materna e também pelo
alimento conter diversos componentes que a proteina isolada ndo apresenta. As
diversas substancias bioativas/nutrientes presentes na soja podem ser responsaveis
por acarretar um efeito sinérgico no organimo, gerando um desfecho benéfico, nédo

observado quando consumida a proteina isolada de soja.
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