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RESUMO

O presente estudo investigou os efeitos de um iogurte de soja produzido com Enterococcus
faecium CRL 183 e Lactobacillus jugurti 416, e posteriormente suplementado com
isoflavonas sobre a adiposidade, perfil lipidico e glicemia, em ratos jovens. Ratos Wistar
foram randomicamente divididos em grupos: dieta padrao (P), dieta hipercolesterolémica (H),
dieta hipercolesterolémica/dieta padrao (HP); dieta hipercolesterolémica/dieta padrio +
iogurte de soja suplementado com isoflavonas (HPII); dieta hipercolesterolémica/dieta padrao
+ placebo (HPP), dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + placebo suplementado com
isoflavonas (HPPI), dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja suplementado com
isoflavonas (H+II); dieta hipercolesterolémica + placebo (H+P) e dieta hipercolesterolémica +
placebo suplementado com isoflavonas (H+PI). Os grupos P ¢ H receberam dietas padrdo e
hipercolesterolémica, respectivamente, por 6 semanas. Os animais dos grupos HP, HPII, HPP
e HPPI receberam dieta hipercolesterolémica por 3 semanas, como tratamento preliminar para
o desenvolvimento da hipercolesterolemia, e entdo passaram a consumir dieta padrdo e ou
esta associada aos produtos de soja, por adicionais 3 semanas. Os animais dos grupos H+II,
H+P e H+PI receberam dieta hipercolesterolémica associada aos produtos de soja por 6
semanas. Os produtos de soja (iogurte suplementado com isoflavonas, placebo e placebo
suplementado com isoflavonas) foram administrados na dose de 1 ml/rato/dia. Os animais
receberam agua e alimento ad libitum. Os efeitos benéficos do iogurte de soja sobre os tecidos
adiposos epididimal (EPI) e retroperitoneal (RET) parecem ser devido as isoflavonas, uma
vez que o diametro dos adipocitos (micrometros) nos animais do grupo HPP foi maior (EPI:
105.66 + 13.36; RET: 134.95 + 25.40) quando comparado ao dos animais dos grupos HPII
(EPIL: 93.17 + 12.80; RET: 108.62 + 15.50) ¢ HPPI (EPI: 93.06 £ 15.10; RET: 112.34 +
18.21). Os microrganismos probiodticos acentuaram o efeito anti-lipogénico das isoflavonas
para o RET (HPII: 108.62 + 15.50 micrometros versus HPPI: 112.34 + 18.21 micrometros).
Além disso, o iogurte de soja promoveu aumento da glicemia, tornando-a similar a reportada
para o grupo P, ndo apresentando efeito sobre o perfil lipidico. Por outro lado, a administracao
dos produtos de soja associados a ingestdo da dieta hipercolesterolémica apresentou diferentes
efeitos sobre a adiposidade, os quais parecem depender da localizacdo do tecido adiposo.
Assim, podem ser os responsaveis pelo aumento do didmetro (micrometros) dos adipdcitos do
RET (H+II: 122.31 £ 1.39; H+P: 124.48 £ 1.53 ou H+PI: 124.85 + 1.09 versus P: 99.68 +
1.49 ou H: 103.26 + 0.76), ou redugdo do diametro destas células no EPI (H+II: 96.42 + 0.68
e H+PI: 94.87 + 0.69) comparado ao grupo P (99.47 £ 0.95). Do mesmo modo, o efeito sobre
o EPI parece ser devido as isoflavonas. Os probioticos ndo influenciaram a biodisponibilidade
das isoflavonas, porém aumentaram as concentragdes plasmaticas do HDL — colesterol. O
iogurte de soja suplementado com isoflavonas ndo apresentou efeito sobre os triglicerideos
plasmaticos, porém aumentou a glicemia. Se estudos futuros confirmarem os resultados
obtidos, o iogurte de soja suplementado com isoflavonas podera oferecer novas possibilidades
para a prevencao da obesidade e anormalidades do metabolismo lipidico.



ABSTRACT

This study investigated the effects of soy yogurt fermented by Enterococcus faecium CRL 183
and Lactobacillus jugurti 416 supplemented with isoflavones on adipose tissue, blood lipid,
and glucose levels on juvenile rats. Male Wistar rats were then randomly divided into groups:
chow diet (C), cholesterol-enriched diet (H), cholesterol-enriched diet/chow diet (HC),
cholesterol-enriched diet/chow diet plus soy yogurt supplemented with isoflavones (HCYT),
cholesterol-enriched diet/chow diet plus placebo (HCP), cholesterol-enriched diet/chow diet
plus placebo supplemented with isoflavones (HCPI), cholesterol-enriched diet plus soy yogurt
supplemented with isoflavones (H+YI), cholesterol-enriched diet plus placebo (H+P), and
cholesterol-enriched diet plus placebo supplemented with isoflavones (H+PI). C and H groups
were fed for 6 weeks on a chow diet or a cholesterol-enriched diet, respectively. Rats in the
HC, HCYI, HCP, and HCPI groups were fed a cholesterol-enriched diet for 3 weeks as a
preliminary treatment to create hypercholesterolemia. Rats were then given the chow diet or
the chow diet plus soy products for additional 3 weeks. Additionally, animals in the H+YI,
H+P, and H+PI groups were fed for 6 weeks on a cholesterol-enriched diet plus soy products.
The soy products (yogurt supplemented with isoflavones, placebo, and placebo supplemented
with isoflavones) were fed to each animal at the rate of 1ml/day. Food and water were
consumed ad libitum. The beneficial effects of soy yogurt on epididymal (EPI) and
retroperitoneal (RET) fat pads was likely due to isoflavones because adipocyte circumference
(micrometers) in the HCP group was significantly larger (EPI: 105.66 £+ 13.36; RET: 134.95 £+
25.40) than that in the HCYI group (EPIL: 93.17 £ 12.80; RET: 108.62 + 15.50) and HCPI
group (EPI: 93.06 + 15.10; RET: 112.34 + 18.21). The probiotic micro-organism accentuated
the antilipogenic effect of isoflavones on RET (HCYI: 108.62 £ 15.50 micrometers versus
HCPI: 11234 + 18.21 micrometers). Moreover, the soy yogurt increased glucose
concentration similar to that in the chow group but did not change blood lipids. On the other
hand, soy supplementations with cholesterol-enriched diet exhibited regional variations in fat
pads. It may be responsible for the increased observed on retroperitoneal adipocyte
circumference (micrometers) (H+Y1: 122.31 £ 1.39; H+P: 124.48 £+ 1.53, or H+PI: 124.85 £
1.09 versus C: 99.68 + 1.49 or H: 103.26 + 0.76) or decreased of epididymal adipocyte
circumference (micrometers) (H+YI: 96.42 + 0.68, and H+PI: 94.87 £ 0.69) compared with
the C group (99.47 £ 0.95). In the same way, effect on epididymal adipose tissue was likely
due to isoflavones. Probiotics do not seem to enhance the effect of isoflavones, but improved
HDL cholesterol plasma levels. Soy yogurt supplemented with isoflavones did not promote
changes on plasma triacylglycerol, but increased glucose concentration. If these results are
confirmed in further studies, they will offer new approaches to obesity prevention or lipid
metabolism abnormalities.
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade na infancia e adolescéncia tem alcangado
propor¢des epidémicas em alguns paises, estando associada ao aparecimento de doengas
como o Diabetes tipo II, a hipertensao, as dislipidemias, doengas do figado e complicagdes
cardiovasculares, de maneira que estratégias de preven¢do e controle devem ser iniciadas em
todas as idades (KIESS et al., 2006; DEHGHAN et al., 2005; SABIN et al., 2004).

Neste contexto, evidéncias sugerem que o consumo ou a suplementagcdo de
alimentos com fitoestrogenos, tais como as isoflavonas encontradas na soja e produtos
derivados, podem apresentar efeito benéfico sobre a obesidade e glicemia, o que caracterizaria
estes alimentos como funcionais (LIHONG et al., 2005; LEPHART et al., 2004; BATHENA
& VELASQUEZ, 2002; SETCHELL, 1998).

A este respeito, as isoflavonas, as quais apresentam estrutura quimica
semelhante a do estrogénio humano, parecem atuar beneficamente sobre o tecido adiposo,
uma vez que os adipocitos sao células estrogénio responsivas em humanos e animais (KIM et
al., 2006; ALI et al., 2004; DIEUDONNE et al., 2004; NAZZ et al., 2003; UMLAND et al.,
2000). Além disso, estudos tém reportado a atuagdo benéfica deste fitoestrogeno sobre as
concentragdes plasmaticas do colesterol (LUKACZER et al., 2006; KAWAKAMI et al.,
2005), sendo a hipercolesterolemia o principal fator de risco associado ao desenvolvimento de
doengas arterio-cardiovasculares (ABD EL-GAWAD et al., 2005) e o colesterol apontado
como um importante fator na regulacdo do metabolismo lipidico nos tecidos adiposos brancos
(ISLAM et al., 2005).

Dentre os fatores que influenciam a absor¢ao dos fitoestrogenos, estdo a dieta e
a microbiota intestinal (ROWLAND et al, 2003). Assim, a administragdo de probidticos,

definidos como suplemento alimentar contendo bactérias vivas, que beneficiam o hospedeiro



pela melhora da sua microbiota intestinal, tem demonstrado ser efetiva em aumentar a
biodisponibilidade das isoflavonas (BOWEY et al., 2003; FULLER, 1989).

Além disso, o efeito dos microrganismos probioticos na reducdo do colesterol
tem sido amplamente investigado, embora ainda ndo exista consenso sobre seu efeito
hipocolesterolemiante (GILL & GUARNER, 2004).

O exposto justifica o estudo dos possiveis efeitos de um iogurte de soja
suplementado com isoflavonas e com propriedades probidticas sobre o perfil lipidico e

adiposidade.



2. OBJETIVOS
2.1. Geral

- Verificar os efeitos de um iogurte de soja produzido com Enterococcus
faecium CRL 183 (microrganismo probiotico) e Lactobacillus jugurti 416, ¢ posteriormente
suplementado com isoflavonas sobre a adiposidade, perfil lipidico e glicemia, em ratos jovens

alimentados com diferentes padrdes de dieta.

2.2. Especificos

- Comparar e definir as alteragdes especificas sobre a adiposidade, perfil
lipidico e glicemia dependente do tipo de dieta (padrao ou hipercolesterolémica) em ratos
jovens;

- Verificar os efeitos da mudanga do padrio alimentar (dieta
hipercolesterolémica para dieta padrdo) sobre a adiposidade, perfil lipidico e glicemia, em
ratos jovens;

- Verificar os efeitos do iogurte de soja suplementado com isoflavonas ¢ com
propriedades  probidticas, associado a mudanca do padrio alimentar (dieta
hipercolesterolémica para dieta padrdo) ou a ingestdo de dieta hipercolesterolémica, sobre a
adiposidade, perfil lipidico e glicemia em ratos jovens;

- Comparar os efeitos dos produtos de soja (iogurte de soja suplementado com
isoflavonas, placebo e placebo suplementado com isoflavonas) associados a mudanga do
padrdo alimentar (dieta hipercolesterolémica para dieta padrdo) ou a ingestdo de dieta

hipercolesterolémica, sobre a adiposidade, perfil lipidico e glicemia, em ratos jovens.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Alimentos Funcionais

Alimentos de origem vegetal ¢ animal contém, em adicdo aos macro e
micronutrientes essenciais, outros compostos biologicamente ativos, que se incorporados a
dieta como parte integral de um alimento ou como um suplemento alimentar, podem conferir
significante beneficio a saude, além da nutricdo basica. Deste conceito tem resultado o
desenvolvimento de uma classe especial de alimentos, designado como alimentos funcionais
(SETCHELL, 1998).

No Brasil, o Ministério da Satde publicou uma portaria (MS n°. 398, de
30/04/99), definindo os alimentos funcionais, como sendo “alimentos consumidos como parte
da dieta usual, que produzem efeitos metabdlicos ou fisiolégicos e/ou capacidade de reduzir o
risco de doencas cronico-degenerativas, além das suas fungdes nutricionais bdasicas. Tais
propriedades devem ser comprovadas junto as autoridades competentes, quando do registro
do alimento ou do novo rétulo” (RODRIGUES, 1999). Dentre os alimentos citados como
funcionais encontram-se a aveia, a soja, o tomate, a linhaca, os vegetais cruciferos (repolho,
brocolis, couve-flor), o alho, o suco de uva e o vinho tinto, o ché verde, as frutas citricas, os
peixes de agua fria, por conterem os acidos graxos polinsaturados dmega 3, os prebiodticos e
probidticos (HASLER, 1998).

Em 1995, ANDERSON et al. realizaram uma meta-analise de 38 estudos
clinicos reportados em 29 artigos, correlacionando o consumo de soja e as concentragdes de
lipidios séricos em humanos. Esses autores concluiram que a proteina de soja diminuiu as
concentragdes séricas do colesterol total (9,3%), LDL—colesterol (12,9%), e triglicerideos
(10,5%) sem afetar as concentragdes do HDL—colesterol. Isto levou a agéncia reguladora de
medicamentos e alimentos dos Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA), a

reconhecer e aprovar a alegacao “25g de proteina de soja, como parte de uma dieta baixa em



gordura saturada e colesterol, pode reduzir o risco de doengas cardiovasculares”. De maneira
semelhante, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou: “O consumo
diario de no minimo 25g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu consumo
deve estar associado a uma dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis”. Outras evidéncias
cientificas sobre propriedades terapéuticas dos alimentos foram aprovadas pela ANVISA
(2005), envolvendo compostos funcionais. Entres estes estdo as fibras alimentares, tais como
a beta glucana, presentes na aveia, os acidos graxos da familia 6mega 3 e o licopeno, presente

no tomate.

3.1.1. Soja

Evidéncias historicas e geograficas indicam que a soja (Glycine max), foi
domesticada no século XI a.C. na China, somente chegando ao Ocidente no final do século
XV e inicio do século XVI, trazida pelos navios europeus. No entanto, permaneceu como
curiosidade botanica durante os séculos que se seguiram, passando a ter importancia
econdmica no século XIX, data provavel de sua chegada ao Brasil, mais precisamente no ano
de 1882, na Bahia (MIURA et al., 2000; BONETTI, 1981).

Atualmente, ¢ o alimento que oferece maiores possibilidades para o
desenvolvimento de produtos funcionais no Brasil. Além de abundante (o Brasil ¢ o segundo
produtor mundial), € rica em proteinas e vitaminas (Quadro 1) e, seu valor funcional tem sido
evidenciado, a medida que atua no controle e prevencao de doengas (BIANCO, 2000).

Embora a redugdo do colesterol pela a¢do da proteina de soja tenha sido
evidenciada em varios estudos, o mecanismo pelo qual esse efeito ¢ alcangado ainda ndo ¢
totalmente esclarecido (SONG, et al., 2003). Varios compostos associados a proteina de soja
tém sido implicados na reducdo do colesterol, entre estes estdo: inibidores de tripsina, acido

fitico, saponinas, isoflavonas, fibras ¢ aminoacidos (ERDMAN 2000).



QUADRO 1 - Composi¢do do grao de soja cru por 100g.

COMPONENTE

Macronutrientes (g)

Proteinas 38,0
Lipideos 19,0
Carboidratos 23,0
Minerais (mg)

Calcio 240
Fosforo 580
Ferro 9.4
Sodio 1,0
Potassio 1900
Magnésio 220
Minerais (ug)

Zinco 3200
Cobre 980
Vitaminas (u)

A 12
Vitaminas (mg)

E 1,8
BI 0,83
B2 0,30
Niacina 2,2
Fibra Alimentar* (g)

Soluveis 1,8
N3ao solaveis 15,3
Totais 17,1
Energia (Kcal) 417

Adaptado de Kawaga, 1995.
* A fibra alimentar é constituida pelo teor das fibras propriamente ditas e pelo teor de
carboidratos insoluveis.

Postula-se que um dos fatores responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico da
soja, possa ser a relagdo entre os aminodcidos lisina/arginina. Quanto a isto, estudos tém
demonstrado que o aumento da oferta de lisina através da administragao da proteina de soja a
animais promoveu diminui¢do no valor da rela¢do insulina/glucagon, comparados aos valores
reportados para animais alimentados com caseina. O inverso (aumento na propor¢ao
insulina/glucagon) possui relagdo direta com o risco de desenvolvimento de doengas

cardiovasculares, resultante dos efeitos hiperlipidémico e aterogénico promovidos nesta

relacdo (TORRES et al., 2006).



Por outro lado, o acido fitico presente na soja, também pode estar relacionado
as propriedades hipocolesterolémicas por possuir propriedade quelante em relacdo a
determinados minerais, como o zinco, diminuindo a sua absor¢do no trato-gastrointestinal
(ERDMAN, 2000), o que proporcionaria maior absor¢cao do cobre, contribuindo para a agao
hipocolesterolémica (ROSSI, 2001; MITAL & STEINKRAUS, 1975).

A soja também contém fatores antinutricionais. Entre estes estdo os inibidores
de tripsina, responsaveis pela diminui¢do do aproveitamento das proteinas de maneira geral.
Dessa forma, para aumentar o valor nutricional da soja e seus produtos, ha a necessidade de
processamentos térmicos para inativa-los. Estudos recentes consideram, entretanto, a
possibilidade de que os inibidores de tripsina sejam capazes de aumentar a secre¢do de
colescistoquinina, que estimula a vesicula biliar aumentando a sintese de acidos biliares e,
portanto proporcionando aumento no consumo do colesterol circulante (MIURA et al, 2000).
Neste contexto, ha ainda a hipdtese de que as saponinas encontradas na soja possam contribuir
para a diminuicao do colesterol pelo aumento da produgdo de acidos biliares (SHOREY et al.,
1985).

Além destes fatores hipocolesterolémicos, em 1992, LOVATI et al. postularam
a hipotese de que as fragdes protéicas da soja 11S e 7S (globulinas) podem estimular os
receptores de alta atividade do LDL-c. Quanto a isto, estudos com culturas de células
demonstraram que a globulina 7S da soja e peptideos derivados promoveram aumento da
expressao dos receptores de LDL-c (LOVATI et al., 2000; MANZONI et al., 2003).

As fibras presentes na soja também foram apontadas como responsaveis pelo
efeito hipocolesterolémico. No entanto, ERDMAN (2000) concluiu que a maioria dos
produtos de soja utilizados nas pesquisas contém pouca ou nenhuma fibra, ndo parecendo ser

o principal fator de atuagdo sobre o colesterol.



Recentemente, TORRES et al. (2006) concluiram que os peptideos presentes
na soja podem mediar muitas das acdes da proteina da soja, sobre as concentragdes
plasmaticas e hepaticas de colesterol e triglicerideos, auxiliando no controle e prevencdo de
doencas mediadas pelas alteracdes do metabolismo lipidico. A compilagdo dos estudos
permite a proposi¢do de um mecanismo de a¢do no qual a proteina da soja reduz o valor da
propor¢ao insulina/glucagon, o que promoveria a redugdo da expressao do fator de transcrigao
SREBP (sterol regulatory element-binding proteins) na isoforma-1, com conseqiiente reducao
da expressdo de varias enzimas envolvidas na lipogénese, captagao e transporte do colesterol,
assim como enzimas responsaveis pela produg¢do dos acidos biliares. Em adi¢do, o figado foi
apontado como o 6rgdo principal para o efeito da proteina de soja sobre o metabolismo do
colesterol. No entanto, devido & complexa interacdo entre a soja e suas isoflavonas, o
mecanismo pelo qual a proteina de soja exerce seus efeitos benéficos sobre o metabolismo
lipidico ainda n3o pode ser totalmente entendido, uma vez que as isoflavonas parecem estar

envolvidas na reducdo das concentracdes dos lipideos séricos.

3.1.1.1. Isoflavonas

As isoflavonas sdo compostos quimicos naturalmente presentes na soja
(fitoquimicos). Compreendem as agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina (Figura 1), os
respectivos [-glicosideos (daidzina, genistina e glicitina) e os conjugados malonil-glicosideos
(6” -O-malonildaidizina, 6” -O-malonilgenistina, 6 -O-malonilglicitina) e acetil-glicosideos
(6” -O-acetildaidzina, 6” -O-acetilgenistina e 6” -O-acetilglicitina) (KUDOU et al., 1991;
WANG & MURPHY, 1994).

A concentracdo de isoflavonas no grao de soja ¢ geneticamente controlada e
influenciada pelas condigdes ambientais (CARRAO-PANIZI et al., 1998). Em produtos de

soja e derivados, é influenciada pelas condigdes de processamento (GOES-FAVONI et al.,



Daidzeina

Genisteina

Gliciteina

FIGURA 1 - Estrutura quimica das principais isoflavonas da soja (forma ativa).

Adaptado de Messina, 1999.

2004). Alimentos como o tofu, miso e tempeh, apresentam concentracdes de isoflavonas de
33,7mg, 29,4mg e 62,5mg/ 100g, respectivamente (WANG & MURPHY, 1996).

Durante as ultimas décadas, evidéncias cientificas vém demonstrando que as
isoflavonas podem trazer beneficios no controle de doengas crdnicas tais como cancer,
diabetes, osteoporose e doengas cardiovasculares, além de aliviar os sintomas da menopausa.
Os mecanismos pelos quais as isoflavonas podem exercer estes efeitos parecem estar
relacionados as suas propriedades agonistas-antagonistas dos estrogenos, inibi¢ao da atividade
enzimatica e efeito antioxidante (MESSINA, 1999; ESTEVES & MONTEIRO, 2001).

Por apresentarem estrutura quimica similar a do hormoénio humano estrogénio,
as isoflavonas sdo denominadas de fitoestrogenos (SETCHELL, 1998). Essa similaridade
estrutural proporciona a habilidade destes compostos em se ligar aos receptores de estrogénio
em varias células humanas, atuando como agonista, sob circunstancias em que a produgdo do
horménio ¢ drasticamente diminuida, como na menopausa, por exemplo, € como antagonista,
em circunstancias em que as concentragdes circulantes estdo normais (McCARTY, 2006). No
entanto, o efeito estrogénico das isoflavonas ¢ muito mais fraco (KURZER, 2003). Em base
molecular a poténcia das isoflavonas corresponde a 1/1000 a 1/100.000 da atividade biologica

do estradiol (MARKIEWICZ et al, 1993; MAYR et al., 1992). A literatura cientifica cita dois
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tipos de receptores de estrogénio; os receptores a € os receptores 3, cuja expressao se da em
varios tecidos, incluindo o tecido adiposo (PERDERSEN et al., 2001; CRANDALL et al.,
1998). Tém se relatado que as isoflavonas possuem afinidade por ambos, porém, a afinidade
parece maior para o receptor 3. De acordo com KUIPER et al. (1998), a afinidade de ligagdo
da genisteina para com o receptor 3 foi vinte vezes maior do que para a observada para o
receptor o.

As isoflavonas podem também exercer efeitos que ndo estdo relacionados a
atividade estrogénica e sim a inibicao da atividade de enzimas envolvidas no controle do
crescimento e regulacdo celular, as quais proporcionariam o crescimento de células
cancerigenas. Assim, t€ém se reportado que as isoflavonas inibem a atividade de enzimas como
tirosina proteina quinase, MAP quinase, DNA topoisomerase I e II, e a ribossoma S6 quinase,
(AKIYAMA et al., 1987, THORNBURN & THORNBURN, 1994; OKURA et al., 1988;
MARKOVITS, 1989; LINASSIER et al., 1990). As isoflavonas podem também aumentar a
concentragdo do fator B de crescimento tumoral (TGF ), que atua na inibi¢do do crescimento
de células cancerigenas (PETERSON et al, 1998; BENSON et al., 1996).

Adicionalmente, as isoflavonas sdo conhecidas por sua atividade antioxidante
(MIQUEL et al., 2006). As propriedades antioxidantes podem ser responsaveis pelo efeito
anti-carcinogénico ou pela inibicdo do processo trombdtico e o efeito bloqueador da
proliferacdo de células musculares lisas nas paredes das artérias (RUIZ-LARREA et al., 1997,
POTTER et al., 1996). A genisteina apresenta fun¢do antioxidante, impedindo a oxidagao do
LDL-colesterol e a sua conseqiiente deposi¢do nas artérias, para a formacdo das placas de

ateroma (JENKINS et al., 2000).
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3.1.1.1.1. Absor¢ao e metabolismo das isoflavonas

Os trés tipos de isoflavonas presentes na soja (daidzina, genistina e glicitina)
estdo na forma de glicosideos conjugados. Nesta forma ndo sdo absorvidas pelo organismo
humano. Somente as isoflavonas livres da molécula de ac¢ticar ou seus produtos metabolitos,
sdo absorvidos pela barreira epitelial do intestino. Assim, uma vez ingeridas, a isoflavonas sao
hidrolisadas no intestino por beta-glicosidases produzidas por bactérias, sendo entdo
convertidas em seus derivados ativos, denominados de agliconas (daidzeina, genisteina e
gliciteina). As agliconas, as formas ativas no corpo, sdo entdo absorvidas ou submetidas a
uma fermentagcdo adicional com a formacdo de metabdlitos especificos. A daidzeina ¢
metabolizada a equol ou O-demetilangolesina e a genisteina a p-etilfenol. Apds a absor¢ao no
trato intestinal estas moléculas s3o incorporadas nos quilomicrons, que as transportam ao
sistema linfatico antes de alcangar o sistema circulatorio. Os quilomicrons distribuem as
isoflavonas para os tecidos extra-hepaticos. As isoflavonas também s3o enviadas para o
figado, sendo excretadas através da bile (fezes), ou reabsorvidas pela circulagdo entero-
hepatica. De maneira similar ao estrogénio endogeno, sdo eliminadas pelos rins, de modo que
a urina constitui a principal via de excrecio (BATHENA & VELASQUEZ, 2002;

ANDERSON & GARNER, 1997).

3.1.1.1.2. Lipoproteinas e isoflavonas

Para circularem no sangue, um ambiente aquoso, os lipideos ndo polares
(triglicerideos e ésteres do colesterol) associam-se a lipideos anfipaticos (fosfolipideos e
colesterol) e proteinas. A ligacdo lipides-proteinas dd origem a complexos moleculares de
grande importancia metabodlica: as lipoproteinas (Lp). A fragdo protéica das lipoproteinas ¢

conhecida como apolipoproteina (apo) ou apoproteina (MAYES, 1994).
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As Lp podem ser separadas segundo as suas densidades relativas, por
ultracentrifugacdo, sendo classificadas em: quilomicrons (QM); lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL); lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL); lipoproteinas de baixa
densidade (LDL); lipoproteina (a) [Lp (a)]; e lipoproteinas de alta densidade (HDL), que sao
subdivididas em HDL2 e HDL3 (HIRATA & HIRATA, 2002).

No intestino, os lipideos provenientes da dieta sdo incorporados a apo B-48,
sintetizada nos enterdcitos, formando os quilomicrons (QM), lipoproteinas ricas em
triglicerideos (TG), as quais migram para os vasos linfaticos, atingindo a circula¢do sanguinea
na altura do ducto toracico. Sofrem entdo, a acdo da enzima lipase lipoprotéica (LPL),
presente no endotélio dos capilares, de maneira que os TG sdo hidrolisados a acidos graxos e
glicerol. Os acidos graxos liberados unem-se a albumina e sdo utilizados pelos tecidos
periféricos ou reesterificados e armazenados sob a forma de TG, principalmente nos
adipocitos. Nesse processo dindmico, em que o teor de TG dos QM ¢ gradativamente
reduzido pela agdo da LPL, e o teor de colesterol esterificado aumenta, proveniente da HDL,
assim como ocorre a transferéncia de apolipoproteinas, principalmente a apo E, formam-se os
remanescentes de quilomicrons (RQM). Estes possuem afinidade pelos receptores de LDL
hepaticos. Com a interiorizacdo dos RQM, a via de transporte exdgeno de acidos graxos se
completa (TULENKO & SUMNER, 2002; GARCIA & OLIVEIRA, 1992).

Secretadas pelos hepatdcitos, as VLDL, alcangam a circulagdo sanguinea ¢ da
mesma forma que os QM, sofrem remocgao de TG, pela atuagao da LPL, transformando-se em
remanescentes de VLDL, as IDL. Parte das IDL ¢ removida da circulagdo por interagdo com
receptores de LDL hepaticos e a outra parte permanece por mais tempo na circulagdo e sofre a
acdo da lipase hepatica (LH) originando as LDL (BROWN & GOLDSTEIN, 1986), as quais
fazem parte da via metabdlica das lipoproteinas ricas em colesterol, sendo responsavel pela

distribuicdo do colesterol para os tecidos hepaticos e periféricos (SCHAEFER, 2002).
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As HDL sao sintetizadas e secretadas pelo figado e intestino e a apo A-I ¢
essencial para sua formagdo. Exercem papel fundamental no transporte reverso do colesterol,
transportando-o dos tecidos periféricos para o figado, para serem reutilizados ou excretados
como 4acidos biliares (MACKINNON et al., 1987; MILLER et al, 1985). As HDL retém o
colesterol livre, presente nas membranas celulares dos tecidos periféricos, convertendo-o a CE
pela atuagdo da enzima lecitina-colesterol acil transferase (LCAT), sendo entdo incorporado
ao nucleo da particula de HDL (TULENKO & SUMNER, 2002). As HDL sdo removidas da
circulagdo sistémica, por trés processos: o CE ¢ transferido para outras classes de LP (RQM,
VLDL e IDL) por acao da proteina de transferéncia de CE (CETP), e entdo transportado ao
figado; as HDL podem ser captadas por endocitose mediada por receptores SR-B1 (scavenger
receptor BI), com provavel envolvimento de outros receptores. E finalmente, os CE das HDL
podem ser captados pelo figado ou tecidos extra-hepaticos sem a captagdo das particulas de
HDL. Esta ultima hipdtese nao ¢ totalmente esclarecida, no entanto, os receptores SR-BI
parecem estar envolvidos (JI et al., 1997; FIDGE, 1999).

As Lp (a) sao sintetizadas predominantemente no figado, sendo heterogéneas
em tamanho e densidade, com caracteristicas fisicas e de composi¢cao semelhantes a LDL, e
tém sido associadas a manifestacao de doencgas coronarianas (SCHAEFER, 2002; GARCIA &
OLIVEIRA, 1992).

As anormalidades do metabolismo lipidico ocorrem nos locais de producao ou
utilizagdo das lipoproteinas, causando varias hipo ou hiperlipoproteinemias, as quais sao
designadas dislipidemias. Se resultarem de agdes medicamentosas ou forem conseqiiéncia de
alguma doenca de base (hipotiroidismo, diabetes, sindrome nefrdtica) sdo consideradas
dislipidemias secundarias. Todas as outras formas sdo tidas como dislipidemias primadrias.
Podem também ser designadas por tipos, segundo algumas caracteristicas fenotipicas

(GIANINNI, 1998; QUINTAO, 1992):
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e Tipo I: a caracteristica fundamental ¢ a presengca de QM no sangue, apos jejum de 12 a
14 horas, em razdo da hipoatividade da LPL, o que determina portanto,
hipertrigliceridemia exdgena. O soro ou plasma tem aspecto cremoso ¢ a dosagem
bioquimica revela TG com valores superiores a 1500mg/dl;

e Tipo II: caracteriza-se pela hipercolesterolemia, podendo ser catalogada como Ila
(aumento exclusivo da colesterolemia - > 240 mg/dl) ou IIb (elevagdo simultanea do
colesterol e dos TG, ambos com valores entre 250 ¢ 500 mg/dl);

e Tipo III: elevagdes simultaneas e semelhantes de CT e TG (relagdo 1:1),
habitualmente superiores a 300 mg/dl. Representa expressao genética modificada da
apo E, que se exprime por incapacidade de metabolizag¢do das IDL;

e Tipo IV: Caracteriza-se por hipertrigliceridemia isolada, habitualmente com valores de
TG > 300 mg/dl. Pode resultar da maior sintese de VLDL, acompanhada ou nao pela
incapacidade para sua metabolizagdo. Pode ser poligénica, com participacao de fatores
genéticos e ambientais, ou de carater familiar, com defeito ainda ndo suficientemente
conhecido.

e Tipo V: aumento de TG acima de 1500 mg/dl. H4a sempre deficiéncia da atividade da
LPL e aumento da sintese de VLDL.

Neste contexto, o risco para cardiopatia isquémica ¢ funcdo exponencial dos
niveis de colesterol plasmatico (MARTINEZ, 1992).

SETCHELL (1985) foi o primeiro pesquisador a sugerir que as isoflavonas
presentes na soja poderiam contribuir para redu¢do das concentragdes plasmaticas de
colesterol, uma vez que estes compostos apresentam uma atividade estrogénica fraca.
Evidéncias para esta hipotese foram posteriormente apresentadas por ANTONY et al. (1998).
Estes autores compilaram alguns resultados de estudos realizados com animais, 0s quais

atribuiram a redu¢@o das concentracdes plasmaticas de CT as isoflavonas presentes na dieta.
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Resultados do mesmo grupo também confirmaram a acao das isoflavonas sobre a redugao do
LDL e VLDL colesterol em animais. Adicionalmente, animais fémeas tiveram a fragdo HDL
significativamente aumentada.

O efeito das isoflavonas sobre as concentragdes de colesterol sanguineo parece
depender da forma em que sdo ingeridas. Ou seja, na sua forma isolada (em cépsulas, por
exemplo), enriquecendo alimentos ou em combinagdo com a proteina de soja. A esse respeito
LICHTENSTEIN (2001), embasado nos resultados de varios estudos concluiu que a ingestao
da proteina de soja destituida de isoflavonas ou mesmo a ingestdo das isoflavonas na sua
forma isolada parece nao apresentar efeito benéfico sobre o LDL e HDL-colesterol. Por outro
lado, o consumo da proteina de soja com isoflavonas ou alimentos enriquecidos com
isoflavonas promoveu redu¢do modesta do LDL-colesterol. As discrepancias nos resultados
foram atribuidas hipoteticamente a quantidade e qualidade das isoflavonas ingeridas, a
eficiéncia de absorgao, e a fatores a serem determinados.

Um estudo conduzido por SANDERS et al. (2002) concluiu que as isoflavonas
presentes na proteina de soja proporcionaram aumento do HDL-colesterol em homens
saudaveis, mas nenhum efeito foi evidenciado sobre as concentragdes do LDL-colesterol.
Contrariamente, SONG et al. (2003) concluiram que as isoflavonas foram efetivas em reduzir
o LDL-colesterol em hamsters, comparados a animais que receberam caseina. MORTENSEN
et al. (2004) reportaram que o consumo de um suplemento de soja rico em isoflavonas
apresentou efeito protetor a aterosclerose, possivelmente pela reducdo do colesterol
plasmatico, mesmo quando os animais eram deficientes em receptores para o LDL-colesterol.
As isoflavonas também foram efetivas em diminuir as concentragdes de triglicerideos
plasmaticos, e a relacio LDL/HDL em mulheres na menopausa que receberam uma
suplementagdo com proteina de soja contendo fitoestrogenos por um periodo de trés meses

(TEEDE et al., 2005). Porém, observou-se aumento da Lp (a) plasmatica. Esta lipoproteina ¢
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tida como um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
Em ambos, homens e mulheres tém sido associada com o aparecimento prematuro de doencas
cardiovasculares, embora os mecanismos ainda ndo tenham sido elucidados (STEIN &
ROSENSON, 1997). Contrariamente, um estudo conduzido por KREIJKAMP-KASPERS et
al., (2005) reportaram que a ingestdo das isoflavonas reduziu a Lp (a) circulante, embora
nenhum efeito benéfico tenha sido observado sobre as concentragdes plasmaticas de lipideos,
glicose e insulina.

Alguns mecanismos tém sido apontados como responsaveis pela agdo
hipocolesterolémica das isoflavonas da soja, podendo-se destacar a estimulagdo da excrecao
de acidos biliares, pelo aumento da atividade da 7a-hidroxilase, enzima chave na conversao
do colesterol a 4acidos biliares, controlando a principal via de excrecdo do colesterol
(KAWAKAMI et al., 2005; KAWAKAMI et al., 2004; MEZEI et al., 2002; NI et al, 1999) e
efeitos hormonais, com efeito benéfico sobre as concentragdes plasmadticas do colesterol
atribuido a funcdo estrogénio-simile das isoflavonas. No entanto, ndo existem resultados
conclusivos (McCARTY, 2006).

As pesquisas ndo sdo conclusivas quanto ao papel das isoflavonas sobre o
efeito hipocolesterolémico da soja (TORRES et al., 2006; DEMONTY et al., 2003).
Adicionalmente, FITZPATRICK (2003) apontou que os resultados podem ser influenciados

pelo tipo de produto derivado da soja, o tempo de duracdo do estudo e as diferentes dietas.

3.1.1.1.3. Adiposidade e isoflavonas

O tecido adiposo pode ser descrito como uma associacdo de células que
armazena gordura, as células adiposas ou adipdcitos. Outros tipos de células encontradas
neste tecido sdo fibroblastos, macréfagos, pré-adipdcitos, células endoteliais e células do

musculo liso, as quais ndo atuam especificamente nas fungdes tipicas do tecido adiposo em si,
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mas sao necessarias para a integridade, suporte e nutri¢ao tecidual (GIMENO & KLAMAN,
2005; GARCIA et al., 2002).

Nos mamiferos existem dois tipos de tecido adiposo: o branco e o marrom.
Ambos sdo capazes de estocar energia na forma de triglicerideos e hidrolisa-los em acidos
graxos ¢ glicerol. No entanto, enquanto o tecido adiposo branco fornece lipideos como
substrato para o organismo, o tecido adiposo marrom, utiliza os acidos graxos para a produgao
de calor, devido a acgdo da proteina desacopladora mitocondrial (UCP1) presente neste tecido
(CINTI, 2005).

As células uniloculares do tecido adiposo branco contém uma tUnica e grande
gota lipidica, que empurra seu nucleo alongado contra a membrana plasmatica, possuindo
poucas mitocondrias e pequeno espacgo citoplasmatico. Essas sdo esféricas quando isoladas,
poliédricas ou ovais quando agrupadas. Os adip6citos que formam o tecido adiposo marrom
sd0 menores, possuem numerosas gotas lipidicas e mitocondrias, ¢ o nucleo celular esta
localizado no centro da célula (PENICAUD et al., 2000).

A massa do tecido adiposo depende do didmetro e do numero de adipocitos. O
diametro dos adipocitos ¢ determinado pelos processos de lipogénese e lipdlise, e embora
ocorra uma variagdo dos diametros em fun¢do dos locais anatdmicos ¢ do sexo, ha um
diametro critico, a partir do qual novas células de gordura sdo formadas. A lipogénese
envolve a incorporagdo dos acidos graxos livres (AGL) nos adip6citos, armazenando-os na
forma de TG, com muitas enzimas regulando este processo. Uma vez que o principal
determinante da lipogénese no tecido adiposo ¢ a reesterificacio dos AGL, a Lipase
Lipoprotéica (LPL) possui importancia superior. A hidrélise dos TG estocados nos adipocitos
a AGL e glicerol ocorre pelo processo de lipolise, sendo a enzima Lipase Hormonio Sensivel
(LSH) o fator limitante (DI GIROLAMO et al., 1998; PRINS & O’RAHILLY, 1997,

LANGIN et al., 1996).
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Quando o balanco de energia ¢ positivo, ou seja, quando a ingestdo de energia
advinda dos alimentos ¢ maior do que o gasto energético, o excesso de energia ¢ estocado na
forma de gordura, no tecido adiposo (KONTUREK et al., 2005). E de acordo com
HAUSMAN et al. (2001), ndo somente fatores paracrinos, mas também fatores de circulagdo,
e influéncias neurais possuem papel importante sobre os processos de lipogénese e lipdlise no
tecido adiposo. Neste contexto, o proprio tecido adiposo expressa numerosos fatores que
podem ser implicados na modulagdo da adipogénese, entre estes estdo a leptina e a resistina
(GIMENO & KLAMAN, 2005).

Acreditava-se que o numero dos adipécitos poderia aumentar
consideravelmente somente durante a infancia e adolescéncia, de maneira que o excesso de
energia em criangas promoveria a obesidade hiperplasica. Enquanto que para os adultos, o
excesso de energia promoveria a hipertrofia (aumento do tamanho) das células. Contudo,
estudos recentes tém demonstrado que novos adipdcitos podem se formar a partir de pré-
adipocitos como os fibroblastos, em qualquer periodo da vida e que o desenvolvimento da
obesidade em adultos ¢ acompanhado pelo aumento tanto do nimero quanto do tamanho das
células adiposas (KONTUREK et al., 2005).

O tecido adiposo branco possui fun¢do de armazenamento de energia, atua
como isolante térmico e prote¢do de 6rgdos internos, assim como apresenta-se bem descrita
atualmente a sua funcdo secretora. Inimeras substancias protéicas e ndo protéicas tém sido
identificadas no tecido adiposo, sendo secretadas por pré-adipdcitos, adipdcitos ou ambas as
células. Estas moléculas bioativas sdo denominadas adipocitocinas, as quais estdo ativamente
envolvidas no metabolismo energético, sendo algumas consideradas como substancias
enddcrinas que, inclusive, podem interagir com o sistema nervoso central. (DAMASO et al.,
2005; GIMENO & KLAMAN, 2005). As adipocitocinas produzidas pelo tecido adiposo

podem exercer diferentes fungdes: leptina e resistina, relacionadas a fungdo metabolica; TNF-
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o, ¢ Interleucina-6, relacionados ao sistema imune; corticosterdides e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), relacionados a fun¢do enddcrina; e inibidor de plasminogénio-
1 (PAI-1) e peptideo natriurético atrial, relacionados ao sistema cardiovascular (KLAUS,
2004).

Assim, o tecido adiposo secreta uma grande variedade de proteinas
amplamente ativas, que regulam o metabolismo tdo bem quanto o processo inflamatorio,
contribuindo para as complicagdes de saude associadas a obesidade (JUGE-AUBRY et al.,
2005).

Os efeitos da soja e seus componentes sobre o tecido adiposo tém sido
estudados. Quanto a isto BATHENA & VELASQUEZ (2002), verificaram que a substitui¢do
da proteina animal pela proteina vegetal da soja potencializou a perda de peso em humanos
obesos submetidos a dietas com restricao caldrica. Entretanto, o que permanece em questdo ¢
se os efeitos benéficos da soja sobre a obesidade sdo devido as proteinas da soja ou as
isoflavonas presentes em sua composi¢do. Estudo recente demonstrou que a suplementagdo
com isoflavonas da soja foi efetiva em proporcionar redu¢do da massa corporal e risco do
desenvolvimento de obesidade em mulheres na menopausa (MORI et al., 2004). Em ratas
ovariectomizadas a combina¢do de isoflavonas e exercicio também foi efetiva em prevenir a
acumulacdo de gordura corporal, e promover o aumento da massa magra (WU et al., 2004).
Em ratos machos observou-se que as isoflavonas promoveram reducdo do tecido adiposo
visceral epididimal (ALI et al., 2004).

As isoflavonas parecem afetar os mecanismos centrais do controle de apetite, e
em animais reduzem o tamanho das células adiposas pela diminui¢do da expressdo da enzima
lipogénica LPL, verificando-se ainda aumento da lipdlise e diminui¢cdo da captagdo de glicose
nestas células em estudos in vitro (YAMORI, 2004; NAZZ et al, 2003; HARMON & HARP,

2001; SZKUDELSKA et al., 2000).
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3.2. Probioticos
3.2.1 Trato Gastrointestinal

O trato gastrointestinal humano pode ser dividido em quatro regides
anatomicas: o es6fago, o estdmago, o intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), e o intestino
grosso ou colon (DUNNE et al., 2001).

O intestino ¢ um ecossistema complexo, composto por trés componentes que
estdo permanentemente em contato e interagdo; as células do hospedeiro, os nutrientes ¢ a
microbiota. As fungdes intestinais incluem o conhecido processo que leva a digestdo dos
alimentos, a absor¢do dos nutrientes, ¢ a uma série de atividades que objetivam a defesa
contra agressores externos. Esta tltima e importante funcdo do intestino ¢ baseada em trés
constituintes essenciais: a microbiota, a barreira constituida pela mucosa intestinal e o sistema

imune local (BOURLIOUX et al., 2003).

3.2.2. Microbiota Intestinal

A importancia das bactérias que compdem o trato gastrointestinal foi
negligenciada por muito tempo. Somente no inicio do século XX ¢é que Metchnikoff
hipotetizou a importancia dos Lactobacillus para a saude humana e longevidade, pela ingestao
de bactérias por meio de iogurte e produtos fermentados. Atualmente, o papel da microbiota
gastrointestinal na manuten¢do da saide de homens e animais ¢ fato consolidado pela
literatura cientifica (HOLZAPFEL et al.,, 1998). Porém, a alta complexidade deste
ecossistema dificulta o entendimento de seu funcionamento e interagdes (BERG, 1996).

A coloniza¢ao do estdmago, intestino delgado e intestino grosso ¢é variavel,
assim como as condigdes fisiologicas destes ambientes também o sdo. Apods a passagem pela
cavidade oral, onde o pH ¢é préximo do basico, o baixo pH do estomago (2,5 — 3,0) ¢

destrutivo para a maioria dos microrganismos. Assim, poucas colonias s3o encontradas no
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estdbmago. Devido aos fluidos intestinais agressivos (sais biliares e sucos pancreaticos, por
exemplo), o intestino delgado também compreende um ambiente hostil para o crescimento das
células bacterianas. A quantidade de bactérias é muito baixa no duodeno, aumentando
gradativamente até o ileo terminal. E no célon, portanto, que as bactérias encontram
condi¢des favoraveis (pH, teor de oxigénio e transito intestinal lento) para o seu
desenvolvimento, alcangcando propor¢des significativas (HOLZAPFEL et al., 1998;
BOURLIOUX et al., 2003). O intestino de um humano adulto contém cem trilhdes de células
bacterianas, o que corresponde a dez vezes o total de células eucaridticas do corpo humano
(GILL & GUARNER, 2004). A Figura 2 apresenta a coloniza¢do microbiana do trato
gastrointestinal humano.

A microbiota ¢ constituida por microrganismos vivos, que em parceria com
outros componentes efetuam importantes fungdes fisiologicas no hospedeiro (BOURLIOUX
et al., 2003). Estes efeitos podem ser locais ou sist€émicos, benéficos ou prejudiciais. A este
respeito, enzimas produzidas pelos microrganismos podem atuar metabolicamente no
intestino na conversao de substancias em compostos que podem ser benéficos ou nocivos ao

hospedeiro. Estes compostos podem afetar a nutri¢do, a fisiologia, a eficacia de drogas, a

Estomago e duodeno: 10" — 10° UFC/ml
Lactobacillus, Streptococcus, leveduras.

Jejuno e ileo: 10* — 10* UFC/ml
Lactobacillus, Enterobacter, Streptococcus, Bacterioides,
Bifidobacterium, Fusobactéria

Célon: 10" -~ 10" UFC/ml

Bacterioides, Bifidobacterium, Estreptococcus,
Fusobactéria, Enterobacteriaceae, Clostridium, Veilonella,
Lactobacillus, Proteus, Staphylococcus, Pseudonomas,
leveduras e protozoarios.

FIGURA 2 - Colonizag¢do microbiana do trato gastrointestinal humano.

Adaptado de Simon & Gorbach, 1982.
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carcinogénese e o processo de envelhecimento, assim como a resisténcia do hospedeiro a
infecgdo. A microbiota intestinal também atua na decomposicdo de certos nutrientes,
produzem vitamina B, estimulam o sistema imune e produzem enzimas digestivas e protetoras
(MITSUOKA, 1992).

Estima-se que o colon de adultos saudédveis apresente cerca de quatrocentas a
quinhentas espécies de bactérias. Porém, pesquisadores afirmam que nem todas as espécies
foram identificadas, ¢ que os novos métodos baseados no reconhecimento do DNA poderao
auxiliar neste processo (RASTALL, 2004; DUNNE, et al., 2001; LUCKEY, 1972).

No coélon, as bactérias encontram os restos de alimentos ndo digeridos e
absorvidos pelo hospedeiro. Se o substrato ¢ um carboidrato (principalmente fibras e agucares
ndo digeriveis), o produto da fermentagdo deste pelas bactérias origina os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), predominantemente; acetato, propionato e butirato. Estes acidos sdo
responsaveis por efeitos fisiolégicos no hospedeiro, uma vez que sdo absorvidos no intestino
grosso, passando para a veia portal. Em particular atuam sobre o metabolismo dos
microrganismos que compdem a microbiota intestinal, regulacdo hepatica de lipideos e
acucares, ¢ fornecimento de energia aos colondcitos. Adicionalmente aos efeitos gerais,
propriedades benéficas especificas tém sido identificadas para os principais AGCC. Portanto,
o equilibrio da microbiota intestinal ¢ um importante fator na manuten¢do da satde do
hospedeiro (BOURLIOUX et al., 2003; NAIDU et al., 1999; CUMMINGS, 1997; TOPPING,
1996). Os principais fatores que influenciam a composi¢do da microbiota estdo apresentados
na Figura 3.

Existe interesse crescente nas possibilidades de manipulagdo da composi¢ao da
microbiota intestinal através da ingestdo de alimentos ou ingredientes alimentares. O objetivo
principal ¢ aumentar o nimero ou a atividade dos microrganismos promotores de satde

(HOLZAPFEL et al., 1998). Deste conceito surgiram os probioticos.
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Genes,
Receptores? Idade
Modo do nascimento \ / Composi¢ao da dieta
T

Microbiota

Flora maternal = B T I~ Carboidratos ndo digeriveis;
/ \ Prebioticos
Ambiente infantil
Antibioticos Probidticos
Drogas

FIGURA 3 - Principais fatores que influenciam a composi¢do da microbiota intestinal.

Fonte: Adaptado de Bourlioux et al., 2003.

3.3.3. Microrganismos Probidticos

Os probidticos tém sido definidos como bactérias vivas que quando ingeridas
podem melhorar a microbiota do hospedeiro e assim, promover a saude (FULLER, 1989).
Diferentes tipos de produtos ou suplementos contendo microrganismos com propriedades
probidticas estdo disponiveis comercialmente na forma liofilizada ou como alimentos
fermentados (HOLZAPFEL, 1998).

No entanto, para consumo na forma de alimentos, os probioticos foram
recentemente definidos como alimentos contendo microrganismos vivos, que quando
ingeridos em quantidade suficiente, exercem efeitos benéficos a satde além da nutri¢do
basica, devendo conter microrganismos em quantidade suficiente até o seu prazo de validade
final. As espécies mais comumente utilizadas e estudadas sdo as pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, e Saccharomyces, particularmente L. casei, L. rhamnosus, L.
acidophilus, L. plantarum, B. longum, B. breve, B bifidum, e S. cerevisae boulardii

(BOURLIOUX et al., 2003).
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Para ser considerado probiotico, o microrganismo deve atender a critérios
basicos, tais como (SANTOS et al., 2003; DUNNE, et al., 2001):

e Biosseguranga;

e Origem humana;

e Resisténcia ao processamento tecnologico;

e Resisténcia ao suco gastrico;

e Resisténcia a bile;

e Adesdo aos tecidos intestinais;

e Sobrevivéncia no trato gastrointestinal;

e Producdo de substancias bactericidas;

e Estimulacdo do sistema imune;

e Habilidade para influenciar respostas metabdlicas (assimilagdo de

colesterol, atividade da lactase e produgdo de vitaminas);

e O alimento devera conter nimero elevado de microrganismo probiotico;

dosagem minima de 10° UFC/ml.

Numerosos efeitos benéficos tém sido sugeridos como resultado da atividade
dos probidticos no intestino. Estes microrganismos t€ém demonstrado efetividade no alivio dos
sintomas provocados pela intolerdncia a lactose e redugcdo na incidéncia de diarréia,
especialmente aquela causada por rotavirus. Evidéncias para outras alegagdes de saude, tais
como reducdo do colesterol, controle de cancer e estimulagdo do sistema imune exigem
estudos adicionais. A comparagdo entre as pesquisas tem sido dificultada pela falta de
controle na condugdo das experimentacdes, as quais tém utilizado niimero pequeno de

amostras, curto periodo de duragdo, e a falta de definicdo quanto a dose e a concentragdo de

microrganismos (GILL & GARNER, 2004; TESHIMA, 2003; SCHEINBACH, 1998).
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Os mecanismos pelos quais os probidticos podem melhorar a satide incluem
(MISHRA & LAMBERT, 1996):
e Producdo de acidos, peroxidos ou agentes bactericidas que atuam contra
microrganismos patogénicos;
e Competicdo com os patdogenos pelos receptores da mucosa intestinal,
impedindo assim a adesao destes;
e Competi¢do com os patdogenos por substratos;

e Estimulagdo do sistema imune.

3.3.3.1. Acdo dos probidticos na redugdo do colesterol

Em 1963 foi publicado o primeiro trabalho que relacionou a ingestdo de
bactérias e reducao do colesterol em humanos. Os autores reportaram que o consumo elevado
de leites fermentados por espécies de lactobacilos reduziu o colesterol sérico em individuos da
tribo Samburu (SHARPER et al., 1963). Varios estudos que tratam do efeito da reducdo do
colesterol por microrganismos probioticos vém sendo realizados, porém os resultados sdo
controversos, evidenciando a atuagdo destes microrganismos ou nao (SIMONS et al., 2006;
ABD EL-GAWAD; 2005; JAHREIS et al., 2002; ASHAR & PRAJAPATI, 2000).

O mecanismo pelo qual os probioticos afetam as concentracdes de colesterol
nao ¢ completamente entendido. Contudo, algumas hipoteses t€ém sido propostas. A Figura 4
resume estes mecanismos de agdo. De acordo com esta Figura, uma primeira hipotese sugere
a assimilacdo do colesterol de origem exodgena pelas células bacterianas. No entanto, uma
segunda hipdtese considera que a ingestdo diaria dos microrganismos probidticos poderia
aumentar a produ¢do da enzima sais biliares hidrolase (BSH), promovendo aumento da
desconjugacao dos acidos biliares. Neste caso, a capacidade de influenciar a concentragcdo de

colesterol ¢ hipotetizada através de dois mecanismos; no primeiro, os acidos biliares
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Ingestdo de probiodticos
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1 BSH
Assimilagdo ou l 1 Simbiose colénica
absorgdo de colesterol — —
intestinal pela T Acidos biliares
bactéria desconjugados

T Sintese de acidos biliares

~L Absorgao intestinal de colesterol

TExcreqio fecal de colesterol e acidos biliares T Propionato

J«Colesterol e
Triglicerideos <
plasmaticos

v

FIGURA 4 - Possiveis mecanismos de acdo dos probioticos sobre o metabolismo lipidico.
Adaptado de Santos et al., 2003.

desconjugados absorveriam menor quantidade de lipideos do trato gastrointestinal, quando
comparados aos acidos conjugados, e poderiam ainda induzir uma precipitagao do colesterol
intestinal, promovendo reducdo na sua absor¢do no intestino, 0 que conseqiientemente
influenciaria as concentragdes plasmaticas. O segundo mecanismo envolve a circulagdo
éntero-hepatica. A maior parte dos acidos biliares ¢ reabsorvida na por¢ao do ileo terminal,
entretanto, se estes forem desconjugados e dehidroxilados por bactérias intestinais que
convertem os acidos biliares primarios (colico e quenodesoxicdlico) em acidos biliares
secundarios (desoxicoélico e litocdlico), esse reaproveitamento serd reduzido, levando assim,
ao aumento da excrecao desses acidos. Uma vez que o colesterol ¢ utilizado na produgdo dos
acidos biliares, o aumento da excrecdo e catabolismo destes acidos, conseqiientemente
promoveria a reducdo na concentragdo de colesterol plasmatico, a medida que ¢ solicitado
para a formacdo de novos acidos biliares. A terceira hipdtese atribui a redugdo das

concentragdes de colesterol a inibicdo da sintese de colesterol hepatico e/ou aumento da
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redistribuicao do colesterol do plasma para o figado, através da acao dos AGCC, representado
na figura pelo propionato. Adicionalmente, uma dose minima do consumo de probioticos, que
seja efetiva na diminuicao dos niveis de colesterol sérico ainda nao ¢ conhecida (SANTOS et

al., 2003; LOVEGROVE & JACKSON, 2003; CHIKAI et al., 1987).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais e Condi¢oes Experimentais

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados ratos da Linhagem Wistar, logo
apos o desmame (21 dias de idade), procedentes do Biotério Central da Universidade Federal
de Sao Carlos.

Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo Aplicados ao Exercicio, do Departamento de Educagdo Fisica e Motricidade
Humana da Universidade Federal de Sao Carlos, em gaiolas individuais de polipropileno
opaco (30 x 20 x 13 cm) com grades de ago-inoxidavel, em temperatura controlada (23 £+ 1°C)
e fotoperiodo artificial (claro/escuro) de 12/12 horas, recebendo agua e alimento ad libitum.

Todos os procedimentos foram efetuados de acordo com o Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,1995).

4.2. Protocolo Experimental
4.2.1. Parte A (Mudanca do Padrio Alimentar: Dieta Hipercolesterolémica para Dieta
Padrao Associada aos Produtos de Soja)

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais, conforme descrito a

seguir:

4.2.1.1. Grupo dieta padrao (P)
Animais que receberem dieta padrdo (comercial) por um periodo de 6 semanas

(n="17).
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4.2.1.2. Grupo dieta hipercolesterolémica (H)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 6

semanas (n = 7).

4.2.1.3. Grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao (HP)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 3

semanas e entdo passaram a receber dieta padrao por adicionais 3 semanas (n = 5).

4.2.1.4. Grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao + iogurte de soja suplementado com
isoflavonas (HPII)

Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 3
semanas ¢ entdo passaram a receber dieta padrio e iogurte de soja suplementado com

1soflavonas por adicionais 3 semanas (n = 5).

4.2.1.5. Grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao + placebo (HPP)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 3

semanas e entdo passaram a receber dieta padrdo e placebo por adicionais 3 semanas (n = 5).

4.2.1.6. Grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao + placebo suplementado com
isoflavonas (HPPI)

Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 3
semanas e entdo passaram a receber dieta padrao e placebo suplementado com isoflavonas por

adicionais 3 semanas (n =5).
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4.2.2. Parte B (Dieta Hipercolesterolémica Associada aos Produtos de Soja)
Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais, conforme descrito a

seguir:

4.2.2.1. Grupo dieta padrao (P)
Animais que receberam dieta padrdo (comercial) por um periodo de 6 semanas

(n=7).

4.2.2.2. Grupo dieta hipercolesterolémica (H)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica por um periodo de 6

semanas (n = 7).

4.2.2.3. Grupo dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja suplementado com isoflavonas
(H+I)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica associada ao iogurte de soja

suplementado com isoflavonas por um periodo de 6 semanas (n = 7).

4.2.2.4. Grupo dieta hipercolesterolémica + placebo (H+P)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica associada ao placebo por

um periodo de 6 semanas (n = 5).

4.2.2.5. Grupo dieta hipercolesterolémica + placebo suplementado com isoflavonas (H+PI)
Animais que receberam dieta hipercolesterolémica associada ao placebo

suplementado com isoflavonas por um periodo de 6 semanas (n = 5).
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4.3. Obtencao dos Produtos de Soja
O iogurte de soja foi processado na Unidade de Produgdo e Desenvolvimento
de Derivados da Soja — UNISOJA (UNESP — Campus de Araraquara), a cada 7 dias de acordo

com a metodologia padronizada por ROSSI (2000), como descrito nos itens 4.3.1. ¢ 4.3.2.

4.3.1. Preparo e Manutengdo das Culturas Ldticas

Foram utilizadas culturas puras de Enterococcus faecium CRL 183 e de
Lactobacillus jugurti 416 procedentes da cole¢do de culturas do Centro de Referéncia para
Lactobacilos (CERELA) da Argentina e do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) de
Campinas, respectivamente.

Estas culturas laticas foram mantidas congeladas (-18°C) em um meio
composto de leite em po desnatado, reconstituido a 10% e suplementado com 1% de glicose,
0,5% de extrato de levedura e 5% de glicerol como protetor crioscopico. Os indculos foram
preparados pela transferéncia de 10% das culturas de manutencao, reativada em leite em po
desnatado, reconstituido a 10% e esterilizado em autoclave (121°C/15 minutos). Em seguida
foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 14 a 16 horas.

As culturas de E. faecium CRL 183 e L. jugurti 416 foram misturadas apenas
no momento da inoculagdo na propor¢do de 1:1 e foram freqiientemente submetidas a exames

bacterioscopicos para verificagdo da pureza.

4.3.2. Preparo do logurte de Soja Suplementado com Isoflavonas e com Propriedades
Probidticas

Foram pesados 52g de soro de leite em p6 e 35g de extrato aquoso de soja em
p6. O volume desejado foi completado com agua destilada. A estes ingredientes foram

adicionados 6leo de soja (0,8%), lactose (1,0%) e emulsificante Recodan® (0,14%). A
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mistura obtida foi homogeneizada através de um agitador mecanico na velocidade maxima,
durante 5 minutos. Ap6s a homogeneizacdo, esta mistura foi submetida a um aquecimento
controlado até atingir 50°C, quando entdo foi adicionada a sacarose (6%) e, posteriormente, a
70°C, foi acrescentado o leite em pd (2,5%) com a finalidade de conferir o grau de dogura
desejado e aumentar o teor de sélidos totais, respectivamente. Prosseguindo o aquecimento,
na temperatura de 80°C, a gelatina (0,3%) foi adicionada, com a finalidade de melhorar a
consisténcia do produto.

Em seguida, a temperatura foi elevada a 95°C e mantida por 5 minutos para que
a pasteurizagdo do meio fosse realizada. Este foi entdo resfriado em banho de adgua e gelo até
atingir a temperatura de 37°C e em seguida, efetuou-se a inoculacdo em condi¢des assépticas
e sob agitacdo lenta, de maneira a incorporar o minimo possivel de ar. O inéculo foi
constituido por 1,5% (v/v) de E. faecium ¢ 1,5% (v/v) de L. jugurti. A fermentacdo foi
conduzida em temperatura de 37°C, por tempo suficiente para ser atingido o pH de
aproximadamente 4,5.

Finalmente, o produto ja fermentado foi gradualmente resfriado, evitando o
choque térmico, sendo primeiramente colocado em agua até que a temperatura do produto
atingisse 30°C e, posteriormente, em banho de dgua e gelo, para entdo ser transferido a
temperatura de refrigeragao (+5°C).

Uma vez que as isoflavonas da soja foram perdidas durante o processo de
fabricagdo do produto (ROSSI et al., 2000), o iogurte de soja com propriedades probidticas foi
suplementado com uma mistura de isoflavonas (Isoflavin®, Galena Quimica e Farmacéutica
Ltda., Campinas, Brasil), em uma concentragdo de 50mg de isoflavonas/100 ml de iogurte de
soja. As isoflavonas encontradas no Isoflavin® sdo as daidzina, genistina e glicitina e seus

derivados ativos (daidzeina, genisteina e gliciteina).
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4.3.3. Contagem de Células Vidveis

De acordo com GONZALES et al. (1990) um produto para ser considerado
probidtico deve conter no minimo 10° UFC/ml do microrganismo probidtico inoculado.
Assim, o iogurte de soja suplementado com isoflavonas e com propriedades probidticas foi
avaliado quanto ao numero de células vidveis em sua constituicdo final, através do
crescimento dos microrganismos em meios especificos. A contagem de E. faecium foi
realizada em meio M17-4gar (Difco™) e a contagem de L. jugurti em meio MRS-4gar
(Difco™), ambas pela técnica “pour plate”. As colonias foram contadas e tiveram suas
caracteristicas morfologicas observadas por meio de exame bacterioscopico das laminas

coradas pela técnica de Gram (ROSSI, 2000).

4.3.4. Preparo dos Placebos

O placebo de composicdo idéntica ao iogurte, mas sem conter oS
microrganismos em estudo foi acidificado pela adigdo direta de acido latico até que fosse
alcangado pH idéntico ao do iogurte. O placebo suplementado recebeu a adi¢ao de isoflavonas
como anteriormente citado para o iogurte de soja no item 4.3.2. O produto permaneceu sob

refrigeragdo (+ 10°C) durante todo o periodo de utilizagao (ROSSI, 2000).

4.4. Administracao do Iogurte e dos Placebos
Os produtos de soja (iogurte suplementado com isoflavonas, placebo e placebo
suplementado com isoflavonas) foram administrados na dose de 1 ml/rato/dia, por meio de

seringa, de forma espontanea, diretamente na boca de cada animal.
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4.5. Dietas
4.5.1. Dieta Padrdo

A dieta padrao foi constituida por uma ra¢do comercial para ratos, na forma de
peletes (Primor® MP-77), contendo (por 100 g de ragdo): 23 g de proteina, 49 g de
carboidrato, 4 g de gordura total, 5 g de fibras, 7 g de cinzas, 6 g de vitaminas ¢ 6g de agua,

fornecendo um total de 3,78 Kcal/g. Estabeleceu-se uma oferta média de 40g/dia.

4.5.2. Dieta Hipercolesterolémica

A dieta hipercolesterolémica foi preparada de acordo com ROSSI (2000), a
partir da adigdo de colesterol e acido colico a ragdo comercial para ratos (Primor” MP-77),
como descrita a seguir.

Em um lote de ragdo incorporou-se 1% (p/p) de colesterol (Sigma® C8503) e
0,25% (p/p) de acido colico (Sigma®™ C1254). Para a incorporacio desses produtos a ragio, foi
utilizado o método de nebulizacdo dos componentes dissolvidos em éter dietilico estabilizado
com 10 ppm de Butil Hidroxi Tolueno (Carlo Erba®) e em etanol absoluto (Merck™),
respectivamente.

Cada componente foi aspergido separadamente sobre a ragdo, em capela,
permanecendo por 12 horas para a completa evaporagio dos solventes.

Posteriormente, a racdo foi acondicionada em sacos plasticos escuros para
evitar a passagem de luz, e mantida sob refrigeracdo durante todo o periodo de utilizacao.

Da mesma maneira que para a ragdo comercial, estabeleceu-se uma oferta

média de 40 g/dia.
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4.6. Consumo Alimentar
O consumo alimentar de cada animal, foi registrado diariamente durante todo o
periodo experimental, e calculado através da diferenca de peso entre a racdo ofertada e as

sobras.

4.7. Ganho de Peso Corporal
Os valores do peso corporal de cada animal foram registrados diariamente
durante todo o periodo experimental, sendo determinado a partir da diferenca entre o peso

corporal do dia atual e o do dia anterior.

4.8. Eficiéncia Alimentar (EA)
Para o calculo da EA foi utilizada a férmula:

EA = [Ganho de peso corporal diario (g) / ingestao alimentar didria (g)] x 100%

4.9. Experimento e Coleta das Amostras

Os animais dos grupos experimentais foram sacrificados por decapitacdo em
guilhotina, ao final de 6 semanas de tratamento. Os tecidos adiposos brancos epididimal (EPI)
e retroperitoneal (RET), o musculo gastrocnémio (GAST) e o figado (FIG) foram removidos e
pesados. Imediatamente apds a extragdo, os tecidos adiposos brancos foram pesados e
utilizados para a determinacdo do didmetro dos adipdcitos. O sangue foi coletado em tubos
heparinizados e centrifugado para a determinagdo da glicemia e perfil lipidico. As amostras
foram estocadas em freezer a -20 °C. Para as analises bioquimicas no plasma os animais nao

foram submetidos a jejum.
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4.10. Analises Bioquimicas no Plasma

Foram realizadas as determinagdes das concentragcdes plasmaticas do
colesterol-total, HDL-colesterol, triglicerideos e glicose, utilizando-se o0 método enzimatico
colorimétrico (CELM®) para diagndstico “in vitro” especifico para cada dosagem. Para tal

utilizou-se um espectrofotometro, modelo UV-1601PC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan).

4.10.1. Colesterol Total

Esta metodologia tem como principio a oxidagcdo do colesterol pela agdao da
colesterol oxidase (COD), com prévia hidrolise dos ésteres de colesterol pela colesterol
esterase (COE). O colesterol ¢ oxidado, produzindo peréxido de hidrogénio (H,O,). Este
composto produz a ligagdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4—-AF), catalisada pela
peroxidase (POD), com a formag¢do de uma quinoneiimina vermelha, com um maximo de
absor¢dao em 505 nandmetros. As reagdes seguem de acordo com o seguinte esquema:

COE

Esteres de colesterol — colesterol + acidos graxos

COD

Colesterol + O, — colest-4en-3-ona + H,O,

POD
2 H,O, + 4-AF + fenol — quinoneiimina + 4 H,O

A intensidade da coloracdo formada ¢ diretamente proporcional a concentragdo

de colesterol na amostra e estavel por 120 minutos.



37

4.10.2. HDL — colesterol

A determinacdo desta fracdo ¢ iniciada pela precipitagdo seletiva das
lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL, respectivamente), mediante
adi¢ao do acido fosfotungstico. No sobrenadante, separado por centrifugacdo, permanecem as
lipoproteinas de alta densidade (HDL). A determinacdo do colesterol ligado a estas

lipoproteinas segue as reagdes descritas no item 4.10.1.

4.10.3. Triglicerideos

Esta metodologia tem como principio a hidrélise dos triglicerideos pela lipase
lipoprotéica (LPL), produzindo glicerol e 4cidos graxos. O glicerol ¢ fosforilado com ATP na
presenga da glicerol quinase (GK), formando glicerol-3-fosfato, o qual é oxidado liberando
peréxido de hidrogénio na presenca da enzima glicerol fosfato oxidase (GPO). O H,0,, na
presenga da 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, numa reacdo catalisada por uma peroxidase
(POD), formam a 4-p-benzoquinona-monoiminofenazona, a qual possui um maximo de

absor¢do em 505 nanometros, segundo o seguinte esquema de reacgao:

LPL
Triglicerideos + H,O —»  4acidos graxos + glicerol

GK
Glicerol + ATP — Glicerol-3-Fosfato + ADP

GPO
Glicerol-3-Fosfato + O, —> Dihidroxiacetona + H,O»

POD
2 H,0, + 4-aminoantipirina + 4-clorofenol — 4-p-benzoquinona-monoiminofenazona +4H,0O
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A intensidade da cor vermelha formada ¢ diretamente proporcional a

concentragdo dos triglicerideos na amostra e estavel por 60 minutos.

4.10.4. Glicose

Esta metodologia tem como principio o fato de uma glicose-oxidase (GOD)
hidrolisar a glicose produzindo acido gluconico e peroxido de hidrogénio. O perdxido de
hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol, sob agdo catalisadora da
peroxidase (POD), formando a antipirilquinomina (substancia corada), com um maximo de
absor¢do em 505 nm. A cor formada ¢é proporcional a concentracdo de glicose da amostra, de

acordo com a seguinte reacao:

GOD
Glicose + 1/2 0, + H,O = 4cido gluconico + H,0,

POD
2 H, O, + 4-aminoantipirina + fenol —» quinonimina +4 H, O

4.11. Determinac¢ao do Diametro dos Adipdcitos

Para a determinagdo do didmetro dos adipdcitos, uma amostra de
aproximadamente 100 mg dos tecidos adiposos brancos retroperitoneal e epididimal foi
pesada. A seguir, as amostras foram imersas em tampao colidina 0.2M, com pH 7,4, contendo
1% de tetroxido de 6smio. As amostras foram incubadas a 37 °C por um periodo de 24 h. Em
seguida, as células foram lavadas e suspensas em solucdo salina morna e imediatamente
fixadas em laminas para posterior medida das areas dos adipdcitos. Este método foi
previamente descrito por HIRSCH & GALLIAN (1968), e padronizado por DAMASO
(1996). Os adipdcitos foram identificados aleatoriamente de modo que somente fossem

selecionados aqueles que permaneceram intactos. Para tal utilizou-se um microscopio Optico,
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modelo BX60 (Olympus Corp., New York, USA) acoplado a uma camera fotografica, modelo
CCD-lIris (Sony Corp, Tokio, Japan) e um computador. O diametro (micrometros) das células
foi determinado utilizando-se um Software (Image Pro Plus 3.0: Media Cybernetics,
Maryland, USA). Foram medidos os didmetros de 60 células por animal para cada tecido
adiposo estudado (EPI e RET), num total de 5 animais por grupo, totalizando a determinagao

do diametro de 300 células por grupo.

4.12. Analise Estatistica dos Dados

Para analise estatistica dos dados, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) e como post- hoc, o teste de Tukey Kramer, utilizando-se o programa Instat 3.0 for
Windows 95 (GraphPad, San Diego, CA, USA, 1998). O nivel de significincia foi
estabelecido em p<0,05, conferindo 95% de confianga. Os resultados estdo apresentados

como média e desvio padrao da média.
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5. RESULTADOS
5.1. Parte A (Efeitos da Mudanca do Padrao Alimentar: Dieta Hipercolesterolémica
para Dieta Padrao Associada aos Produtos de Soja)
5.1.1. Peso Relativo dos Tecidos Adiposos Brancos Epididimal e Retroperitoneal

A Figura 5 apresenta os pesos relativos dos tecidos adiposos brancos EPI e
RET para ratos alimentados com diferentes dietas. Nao foram constatadas diferengas
significativas no peso relativo do EPI para os animais alimentados com dieta
hipercolesterolémica (grupo H) quando comparados aos que se alimentaram com dieta padrao
(grupo P). Do mesmo modo, nenhuma diferenga foi observada para este tecido quando a dieta

hipercolesterolémica foi substituida por dieta padrao (grupo HP) comparando-se estes animais

BN EPI
T RET

Peso relativo (g / 100g peso corporal)

o O o O o o o o o o

P H HP HPIIHPP HPPI P H HP HPII HPP HPPI

FIGURA 5 - Peso relativo dos tecidos adiposos brancos epididimal (EPI) e retroperitoneal
(RET) em ratos alimentados com diferentes dietas. Valores expressos como média + desvio-
padrdo. Valores com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05).
P = grupo dieta padrao; H = grupo dieta hipercolesterolémica; HP = grupo dieta
hipercolesterolémica/dieta padrao; HPII = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao +
iogurte de soja suplementado com isoflavonas; HPP = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta
padrdo + placebo;, HPPI = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + placebo
suplementado com isoflavonas.
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aos dos grupos H ou P. No entanto, quando a mudanca de dieta foi acompanhada pela
administracdo do iogurte de soja suplementado com isoflavonas (grupo HPII), ou pelo
placebo suplementado com isoflavonas (grupo HPPI), observa-se tendéncia a reducdo dos
pesos relativos do EPI quando estes animais foram comparados aos dos grupos P e HP, porém
a diferenga nao foi significativa. Contrariamente, foi observada tendéncia ao aumento no peso
relativo do EPI quando a mudanga de dieta foi acompanhada pela administracdo do placebo
(grupo HPP), porém o aumento somente foi significativo quando comparado ao grupo H.
Quanto ao tecido adiposo retroperitoneal, notou-se que o grupo H apresentou
peso relativo significativamente menor quando comparado ao grupo P. Nao foram constatadas
diferengas significativas para esta variavel, quando o grupo HP foi comparado aos grupos P,
H, HPII e HPPI. No entanto, a administragdo do placebo concomitantemente a dieta padrao
promoveu aumento significativo do RET, comparando-se os valores obtidos aos observados
nos demais grupos (P, H, HP, HPII e HPPI). Assim, as isoflavonas parecem ter evitado o
aumento do peso relativo do RET, uma vez que ndo houve diferencas significativas para os
valores obtidos para esta varidvel para os grupos HPII e HPPI comparados ao grupo P e entre
si. O grupo HPPI apresentou peso relativo do RET significativamente maior quando

comparado ao grupo H.

5.1.2. Diametro dos Adipdcitos dos Tecidos Adiposos Brancos Epididimal e Retroperitoneal

A Figura 6 ilustra o efeito das diferentes dietas sobre o diametro das células
adiposas em ratos. A ingestdo da dieta hipercolesterolémica promoveu reducao significativa
no didmetro das células adiposas do EPI. Nenhuma diferenca significativa foi observada para

esta variavel quando os grupos P ¢ HP foram comparados.
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FIGURA 6 - Diametro dos adipdcitos dos tecidos adiposos brancos epididimal (EPI) e
retroperitoneal (RET) em ratos alimentados com diferentes dietas. Valores expressos como
média + desvio-padrao. Valores com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-
Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrao; H = grupo dieta hipercolesterolémica; HP = grupo
dieta hipercolesterolémica/dieta padrao; HPII = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao
+ iogurte de soja suplementado com isoflavonas; HPP = grupo dieta
hipercolesterolémica/dieta padrao + placebo; HPPI = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta
padrao + placebo suplementado com isoflavonas.

A administracdo do placebo promoveu aumento significativo no didmetro das
células adiposas, quando comparadas as médias dos valores obtidos para os demais grupos (P,
H, HP, HPII e HPPI). Os grupos HPII e HPPI apresentaram células adiposas menores,
comparadas as dos grupos P e HP, porém a comparagdo entre os grupos HPII ¢ HP nao
apresentou diferenca significativa.

Para o RET, nenhuma diferenga no didmetro dos adipdcitos foi observada,
quando os grupos P e H foram comparados. No entanto, a mudan¢a de dieta (grupo HP)
promoveu aumento significativo no didmetro dos adip6citos quando a média dos valores foi
comparada as obtidas para estes grupos. Assim como para o EPI, o didmetro dos adipdcitos
do grupo HPP apresentou-se significativamente maior quando esta variavel foi comparada aos

demais grupos (P, H, HP, HPII e HPPI). Os grupos HPII ¢ HPPI apresentaram células
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adiposas menores, comparadas as do grupo HP. No entanto, a comparacao entre os grupos

HPPI e HP, nao apresentou diferenca significativa.

5.1.3. Ganho de Peso Corporal, Ingestio e Eficiéncia Alimentar, Peso Relativo do Figado e
Musculo Gastrocnémio

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores obtidos no consumo alimentar, o
ganho de peso corporal, a eficiéncia alimentar, assim como os pesos relativos do figado e do
musculo gastrocnémio. Para todos os grupos, ndo houve diferenga significativa para as
variaveis: ganho de peso corporal, ingestdo e eficiéncia alimentar e peso relativo do GAST,
no periodo em questdo. No entanto, diferengas significativas foram observadas quando o peso
relativo do figado foi comparado entre os grupos. Quanto a isto, observou-se que os animais

alimentados com dieta hipercolesterolémica (grupo H) apresentaram aumento significativo

TABELA 1 - Ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, eficiéncia alimentar, peso relativo
do figado e musculo gastrocnémio, em ratos alimentados com diferentes dietas.

GRUPOS
P H HP HPII HPP HPPI
Ganho de peso 57+09* 58+06" 6,1+04" 62+0,6" 62+05" 57+08"
corporal
(g/d)

Ingestdo alimentar 9,3+0,3* 10,1£0,5* 9,5+0,5* 9,7+04" 93+04" 92+0,6"
[(g/d) / 100g PC]
E.A 26,5+0,5° 255+2,8" 252+1,8" 266+1,8" 250+1,5" 24,7+28"
(%)
Peso figado 43+02% 64+05° 52+03° 54+04° 46+02° 44+04°
(g/100g PC)
Peso GAST 04+0,0* 05+£00" 04+00" 04+0,0* 04+0,1° 04£0,0°
(g/100g PC)

Valores expressos como média = desvio-padrdao. Médias seguidas de mesma letra em cada
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrao; H =
grupo dieta hipercolesterolémica; HP = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao; HPII =
grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + iogurte de soja suplementado com
isoflavonas; HPP = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao + placebo; HPPI = grupo
dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + placebo suplementado com isoflavonas. EA =
eficiéncia alimentar; PC = peso corporal; GAST = musculo gastrocnémio.
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no peso relativo médio do figado comparado aos demais grupos. A administragdo do placebo
(grupo HPP) e do placebo suplementado com isoflavonas (grupo HPPI) concomitante a
mudang¢a do padrdo alimentar promoveu redugdo significativa no peso relativo deste tecido,
quando comparado aos grupos que receberam o iogurte de soja suplementado com isoflavonas
(grupo HPII) ou que foram submetidos somente a mudancga de dieta (grupo HP). Neste caso, o
peso relativo tornou-se similar aos reportados para os animais que se alimentaram com dieta
padrdo. Os grupos HP e HPII tiveram o peso relativo do figado diminuido quando
comparados aqueles obtidos para os animais do grupo H. No entanto, ndo alcangaram os

valores obtidos para o grupo padrao.

5.1.4. Analises Bioquimicas no Plasma

Na Tabela 2 estdo apresentadas as médias das concentragdes plasmaticas dos
triglicerideos, colesterol total, HDL — colesterol e glicose, ap6s 6 semanas.

Os animais expostos a dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento
significativo do colesterol total e HDL-colesterol circulantes, quando comparados aos demais
grupos (P, HP, HPII, HPP e HPPI). Contrariamente, redugdo significativa na concentracao de
triglicerideos foi evidenciada nestes animais, quando comparados aos do grupo P. Contudo,
para esta variavel, ndo foram constatadas diferengas significativas entre os grupos P, HP, HPII
e HPPI, quando comparados ao grupo P. Embora, a concentracio de triglicerideos tenha se
apresentado estatisticamente maior no grupo HPP, quando comparada aos grupos H, HP e
HPII, a diferenca ndo foi significativa quando comparado aos valores observados para os
grupos P e HPPIL. A glicemia foi significativamente maior no grupo HP quando comparada

aos valores observados nos demais grupos.
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TABELA 2 — Perfil lipidico e glicemia em ratos alimentados com diferentes dietas.

Grupos TG Colesterol Total HDL - colesterol Glicose
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
P 99,3 +31,7* 62,7+4,4° 140+29° 117,8 +4,3%
H 433+13,5° 89,5+7,2" 27,9+48° 12,4 £11,5°
HP 74,1 £18,4% 584+7.8"° 141+29° 144,1 £10,0°
HPII 75,3 £24,0 56,2+6,7° 142+14° 111,3+10,5°
HPP 138,2+36,2°¢ 589+11,9° 153+1,3° 107,9+2,4°
HPPI 99,9 +384 ™ 63,1+6,7° 143+1,2° 106,2+82"°

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Médias seguidas de mesma letra em cada
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrao; H
= grupo dieta hipercolesterolémica; HP = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao; HPII
= grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + iogurte de soja suplementado com
isoflavonas; HPP = grupo dieta hipercolesterolémica/dieta padrao + placebo; HPPI = grupo
dieta hipercolesterolémica/dieta padrdo + placebo suplementado com isoflavonas. TG =
triglicerideos.

5.2. Parte B (Efeitos da Dieta Hipercolesterolémica Associada aos Produtos de Soja)

5.2.1. Peso Relativo dos Tecidos Adiposos Brancos Epididimal e Retroperitoneal

A Figura 7 ilustra os efeitos das diferentes dietas sobre o peso relativo dos
tecidos adiposos brancos epididimal e retroperitoneal em ratos. A média do peso relativo do
EPI foi significativamente maior para os animais alimentados com dieta hipercolesterolémica
e iogurte de soja suplementado com isoflavonas (grupo H + II) em relag@o aos valores obtidos
para os animais dos grupos H e H + PI. Nao houve diferencgas significativas quando as médias
dos grupos H, H + II, H + P ¢ H + PI foram comparadas as do grupo P.

Nao houve diferencga significativa entre as médias dos pesos relativos obtidos
para o RET, quando os animais alimentados com dieta hipercolesterolémica (grupo H) foram
comparados aos alimentados com dieta padrao (grupo P). Contudo, os grupos H+ I, H+ P e
H + PI apresentaram peso relativo do RET significativamente maior comparado aos obtidos

para os animais do grupo H.
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FIGURA 7 - Peso relativo dos tecidos adiposos brancos epididimal (EPI) e retroperitoneal
(RET) em ratos alimentados com diferentes dietas. Valores expressos como média + desvio-
padrdo. Valores com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05).
P = grupo dieta padrido; H = grupo dieta hipercolesterolémica; H + II = grupo dieta
hipercolesterolémica + iogurte de soja suplementado com isoflavonas; H + P = grupo dieta
hipercolesterolémica + placebo; H + PI = grupo dieta hipercolesterolémica + placebo
suplementado com isoflavonas.
5.2.2. Diametro dos Adipdcitos dos Tecidos Adiposos Brancos Epididimal e Retroperitoneal

A Figura 8 ilustra os efeitos das diferentes dietas sobre o didmetro das células
adiposas em ratos. A ingestdo da dieta hipercolesterolémica promoveu reducao significativa
no didmetro das células adiposas do EPI. Em adicdo, os grupos H + Il e H + PI apresentaram
células adiposas menores quando comparadas a média dos valores obtidos para esta variavel
nos grupos P e H+P. Contrariamente, as c¢lulas adiposas deste tecido foram
significativamente maiores no grupo H + P comparando-se aos demais grupos.

O diametro das células adiposas do RET foi significativamente maior para os
grupos H + II, H + P e H + PI, comparado aos reportados para os demais grupos. Enquanto

que para os animais dos grupos P e H, ndo houve diferenca significativa entre o didmetro das

células.
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FIGURA 8 - Diametro dos adipocitos dos tecidos adiposos brancos epididimal (EPI) e
retroperitoneal (RET) em ratos alimentados com diferentes dietas. Valores expressos como
média + desvio-padrao. Valores com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-
Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrdo; H = grupo dieta hipercolesterolémica; H + II =
grupo dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja suplementado com isoflavonas; H + P =
grupo dieta hipercolesterolémica + placebo; H + PI = grupo dieta hipercolesterolémica +
placebo suplementado com isoflavonas.

5.2.3. Ganho de Peso Corporal, Ingestao e Eficiéncia Alimentar, Peso Relativo do Figado

e Miusculo Gastrocnémio

Na Tabela 3 estao apresentados os valores obtidos no consumo alimentar, no
ganho de peso corporal, e na eficiéncia alimentar, assim como os pesos relativos do figado e
do musculo gastrocnémio.

O ganho de peso corporal durante o periodo experimental nao diferiu
significativamente entre os grupos P, H + II, H + P ¢ H + PI. Porém os animais dos grupos H
+ II e H + P apresentaram maior ganho de peso corporal quando comparados aos animais do

grupo H.
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TABELA 3 - Ganho de peso corporal, ingestao alimentar, eficiéncia alimentar, peso relativo
do figado e musculo gastrocnémio em ratos alimentados com diferentes dietas.

GRUPOS
2 H H+1I H+P H + PI
Ganho de peso  5,6+08%  53+04° 65+04° 65+04° 62+0,6%
corporal
(g/d)
Ingestio 6,4+0,1* 73+06° 73+04° 64+03° 66+03°
alimentar
[(g/d) / 100g PC]
E. A. 313+0,7%° 298+24%® 279+16° 31,1+1,9% 302+1,6%
(%)

Peso figado 43+02°  64+05° 61+03% 56+03° 6,00+04"
(g/100g PC)

Peso GAST 0,4+00° 05+0,0° 04+00° 04£00° 04+0,0°
(g/100g PC)

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Médias seguidas de mesma letra em cada
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrao; H =
grupo dieta hipercolesterolémica; H + II = grupo dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja
suplementado com isoflavonas; H + P = grupo dieta hipercolesterolémica + placebo; H + PI =
grupo dieta hipercolesterolémica + placebo suplementado com isoflavonas. EA = eficiéncia
alimentar; PC = peso corporal; GAST = musculo gastrocnémio.

Os animais dos grupos H ¢ H + II ingeriram maior quantidade de alimento

quando comparados aos animais do grupo P, H + P ¢ H + PI. Contudo, a ingestdo alimentar

nao diferiu para os grupos P, H+ P e H + PL.

Ratos expostos a dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja suplementado
com isoflavonas (H + II) apresentaram menor eficiéncia alimentar quando comparados aos
animais dos grupos P e H+P. Nao houve diferenca significativa para esta variavel quando os
grupos P, H, H + P ¢ H + PI foram comparados.

A média do peso relativo do GAST foi menor para os animais alimentados
com dieta padrdo quando comparada a média obtida para os animais alimentados com dieta
hipercolesterolémica. Em adigdo, os pesos relativos do GAST dos animais que receberam
dieta hipercolesterolémica associada com os produtos de soja mantiveram-se similares aos dos
animais que receberam dieta padrdo, mantendo-se significativamente menores quando

comparados aos valores obtidos para os animais do grupo H.
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Os animais alimentados com dieta hipercolesterolémica, acompanhada ou nao
pela administragdo concomitante dos produtos de soja, apresentaram figados maiores quando
comparados aos dos animais alimentados com dieta padrao. No entanto, as médias dos pesos
relativos dos figados dos animais que receberam produtos de soja apresentaram-se menores
quando comparadas aquela obtida para o grupo H, porém somente para o grupo H + P a

diferenca foi significativa.

5.2.4. Analises Bioquimicas no Plasma
5.2.4. 1. Concentragoes plasmaticas de colesterol — total e HDL —colesterol

A Figura 9 mostra que as concentragdes plasmaticas de colesterol total foram
significativamente maiores nos grupos H e H + II, quando comparadas aos valores observados
para o grupo P. Os animais expostos a dieta hipercolesterolémica associada a administracao
do placebo (grupo H + P) ou do placebo suplementado com isoflavonas (grupo H + PI),
respectivamente, apresentaram menores concentragdes de colesterol plasmatico quando
comparados aos que receberam dieta hipercolesterolémica associada ao iogurte de soja
suplementado com isoflavonas (grupo H + II). Quanto ao HDL-colesterol, observa-se que o
iogurte de soja suplementado com isoflavonas promoveu aumento significativo desta
lipoproteina, quando comparada aos valores obtidos para os demais grupos. Nao houve
diferenca significativa para a concentracdo plasmatica do HDL — colesterol entre os grupos P,
H + P e H + PI. Porém, os valores foram significativamente menores, quando estes grupos

foram comparados ao grupo H.
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FIGURA 9 — Concentragdes plasmaticas de colesterol-total ¢ HDL — colesterol em ratos
alimentados com diferentes dietas. Valores expressos como média + desvio-padrdo. Valores
com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05). P = grupo dieta
padrao; H = grupo dieta hipercolesterolémica; H + II = grupo dieta hipercolesterolémica +
iogurte de soja suplementado com isoflavonas; H + P = grupo dieta hipercolesterolémica +
placebo; H + PI = grupo dieta hipercolesterolémica + placebo suplementado com isoflavonas.

5.2.4.2. Glicemia e concentragdo plasmadatica de triglicerideos

Na Tabela 4 verifica-se que as concentragdes de triglicerideos plasmaticos
foram significativamente menores para o grupo alimentado com dieta hipercolesterolémica
comparado ao grupo alimentado com dieta padrao. Nao houve diferenca significativa quando
esta variavel foi comparada entre os grupos P, H + I, H + P ¢ H + PL. Contudo, a
concentragdo de triglicerideos foi significativamente maior para o grupo H + II quando
comparada a média obtida para o grupo H.

A Tabela 4 apresenta ainda os valores de glicemia para os diferentes grupos.
Maiores valores foram reportados para os grupos H + II, H + P e H + PI, se comparados aos

obtidos para os grupos P e H, porém, a diferenca foi significativa somente quando o grupo
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TABELA 4 - Glicemia e concentragdes plasmaticas de triglicerideos em ratos alimentados
com diferentes dietas.

GRUPOS
P H H+II H+P H + PI
TG 993+31,7* 433+135° 940+163* 59,5+10,9™ 868+51,5%®

(mg/dl)
Glicose  117,8+42% 1124+11,5° 137,5+4,6° 128,1+9,8* 122,7+22%®
(mg/dl)

Valores expressos como média + desvio-padrdo. Médias seguidas de mesma letra em cada
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (P>0,05). P = grupo dieta padrao; H =
grupo dieta hipercolesterolémica; H + II = grupo dieta hipercolesterolémica + iogurte de soja
suplementado com isoflavonas; H + P = grupo dieta hipercolesterolémica + placebo; H + PI =
grupo dieta hipercolesterolémica + placebo suplementado com isoflavonas. TG =
triglicerideos.

H + II foi comparado aos grupos P e H, e o grupo H + P foi comparado ao grupo H. O grupo

H + PI apresentou valor de glicemia menor comparado ao valor obtido para o grupo H + II.
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6. DISCUSSAO
6.1. Parte A (Efeitos da Mudanca do Padrao Alimentar: Dieta Hipercolesterolémica
para Dieta Padrao Associada aos Produtos de Soja)

Os resultados do presente estudo sugerem que o iogurte de soja suplementado
com isoflavonas atua sobre a adiposidade em ratos jovens. Os efeitos benéficos parecem ser
devido as isoflavonas, uma vez que o maior didmetro dos adipocitos foi reportado para os
animais que receberam o placebo (grupo HPP) quando comparados aqueles que receberam o
iogurte de soja e o placebo, respectivamente, suplementados com isoflavonas (grupos HPII e
HPPI). Em adig@o, os tecidos adiposos brancos (EPI e RET), no grupo HPP também
apresentaram tendéncia ao aumento no peso relativo, porém, somente no RET verificou-se
aumento significativo quando comparado ao dos grupos HPII ¢ HPPI. Deste modo, o placebo
exerceu um efeito negativo no tecido adiposo, por um mecanismo nao identificado, mas que
parece estar relacionado a presenga das isoflavonas e ndo a compostos nutrientes. Portanto, os
beneficios potenciais da soja a saude, parecem ser dependentes do tipo de processamento ao
qual a soja ¢ submetida, de maneira que seus compostos bioativos originalmente presentes
(isoflavonas), sejam mantidos. Neste contexto, os efeitos protetores da soja no tecido adiposo
podem nao estar presentes em todos os produtos a base de soja.

Resultados similares foram obtidos por outros pesquisadores. ALI et al. (2004),
verificaram que as isoflavonas reduziram significativamente o peso do tecido adiposo
epididimal em ratos magros e obesos. Em adicdo, NAZZ et al. (2003), reportaram que a
genisteina promoveu diminuicdo no didmetro dos adipdcitos em ratas jovens
ovariectomizadas. No estudo anteriormente citado, tais efeitos das isoflavonas sobre o tecido
adiposo foram relacionados a sua similaridade estrutural com o estrogénio, de modo que, de
maneira analoga a este hormoénio, a ligacdo da genisteina aos receptores de estrogeno

localizados em tecidos — alvo, neste caso, o tecido adiposo, promoveria inibigdo da LPL, a
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qual regula a captacao de lipideos pelo adipdcito (SHARPE, 1998; FARMAKALIDIS et al.,
1985). O estudo realizado por NAZZ et al. (2003), demonstrou ainda que os efeitos da
genisteina foram mediados pelos receptores de estrogeno do tipo a. Deste modo, embora o
presente estudo tenha sido realizado com ratos, vale ressaltar que, assim como para as fémeas,
os tecidos adiposos de animais machos expressam receptores de estrogeno do tipo o. Neste
sentido, COOK et al. (2001), demonstraram em ratos com deficiéncia deste tipo de receptor
(ratos aERKO), aumento no peso do tecido adiposo, causado tanto pela hipertrofia quanto
pela hiperplasia das células adiposas.

Por outro lado, estudos prévios reportaram que a acdo da genisteina em células
adiposas de ratos, restringiu ndo somente a captac¢do de glicose e o metabolismo a acetilCoA,
mas também inibiram a lipogénese a partir de sua formagdo. Em adicdo, a genisteina
aumentou a lipdlise em presenga ou ndo da epinefrina. Contudo, permanece em questdo se
estes efeitos podem ser verificados in vivo (HARMON et al., 2001; SZKUDELSKA et al.,
2000), uma vez que para a observacdo dos efeitos in vitro, altas concentracdes de isoflavonas
(micromolar) sdo requeridas, se comparadas as encontradas no plasma (nanomolar)
(WHITTEN & PATISAUL, 2001). Além disso, estudos reportaram que em baixas
concentragdes in vitro (< 10um), a genisteina e outras isoflavonas atuam somente como
agonistas do estrogénio, enquanto que em altas concentragdes (> 10um), a genisteina
apresenta multiplos efeitos sobre as células, em adi¢@o a atividade estrogénica (MESSINA &
LOPRINZI, 2001; HSIEH et al., 1998; MARTIN et al., 1978).

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que as isoflavonas
modificam a lipogénese, embora o mecanismo envolvido nesta acdo ndo tenha sido
determinado. Além disso, sugerem contribuicdes de outras isoflavonas em adicdo a
genisteina, tais como a daidzeina, a gliciteina e suas formas conjugadas (genistina, daidzina e

glicitina).
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Os microrganismos probidticos acentuaram o efeito anti-lipogénico das
isoflavonas no tecido adiposo central (RET). Deste modo, estes resultados sugerem que a
microbiota pode influenciar beneficamente a biodisponibilidade das isoflavonas, como
reportado previamente em estudo com animais (BOWEY et al., 2003). De acordo com a
literatura, este tecido parece ter importancia no desenvolvimento da resisténcia a insulina,
dislipidemias, intolerancia a glicose, hipertensdo e aumento dos riscos para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (MISRA & VIKRAM, 2003).

O efeito das isoflavonas sobre o tecido adiposo ndo ¢ simplesmente uma
conseqiiéncia da diminui¢ao do ganho de peso corporal, uma vez que esta variavel nao diferiu
entre os grupos. Estes resultados confirmam os obtidos por NAZZ et al. (2003) e JU et al.
(2001), os quais verificaram que a dieta com genisteina ndo modificou o ganho de peso
corporal. Além disso, o aumento do tecido adiposo em ratos deficientes em receptores para
estrogeno do tipo o, ndo refletiu em aumento do peso corporal (COOKE et al., 2001).

Nenhuma diferenca na ingestdo alimentar e eficiéncia alimentar ocorreu entre
os grupos, indicando que o consumo de ragdo nao refletiu mudangas no tecido adiposo
branco. A este respeito, estudos demonstraram que o consumo de dietas com a adicdo de
genisteina ou com uma mistura de isoflavonas (genisteina, daidzeina e gliciteina) atuou sobre
o tecido adiposo, sem interferir no consumo alimentar (ALI et al., 2004; NAZZ et al., 2003;
SANTELL et al., 2000).

De acordo com NAZZ et al. (2003), o efeito inibitério da genisteina sobre o
tecido adiposo, contrasta com a falta de efeito desta sobre a massa muscular, indicando que os
efeitos da isoflavona sdo especificos ao tecido adiposo. Nossos resultados confirmam esta
hipdtese, a medida que nenhuma diferenca foi observada no musculo gastrocnémio, mediante

a administracao de diferentes dictas.
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O peso do figado foi significativamente aumentado pela ingestdo da dieta
hipercolesterolémica (H), assim como, esteatose hepatica macroscopica foi observada nestes
animais. Em adi¢do, decréscimos na concentracdo plasmatica de triglicerideos e gordura
central (RET) foram reportados nos animais do grupo H se comparados aos do grupo P.
Nossos resultados confirmam os obtidos por ZULET et al. (1999). A este respeito, CHEN et
al (2003), especularam que o decréscimo nas concentragdes de triglicerideos circulantes pode
ser devido a diminui¢do na sintese das VLDL no figado, resultado da deficiéncia ou
desequilibrio da oferta de certos aminodcidos, tais como a lisina, mediante a ingestdo de
dietas hipercolesterolémicas. Contudo, uma recente pesquisa realizada por ISLAM et al.
(2005), sugeriu que camundongos com deficiéncia de receptor ativado por proliferadores do
peroxissoma (PPAR), particularmente da isoforma a, expdem o tecido adiposo a um excesso
de colesterol advindo da dieta, fato que acarretaria a perda de triglicerideos, promovendo a
reducdo deste tecido. Verificaram ainda que estes efeitos foram acompanhados por aumento
de triglicerideos no figado, sugerindo que este 6rgdo ¢ capaz de armazenar pelo menos parte
dos triglicerideos removidos ou redistribuidos do tecido adiposo. Embora, estes efeitos
tenham sido observados em animais com deficiéncia de receptores do tipo PPAR-a. (PPAR-a
null), estes autores também verificaram que a expressdo deste receptor foi significativamente
diminuida em animais alimentados com dieta hipercolesterolémica. Portanto, a regulacdo do
tecido adiposo pela ingestao de dietas ricas em colesterol merece estudos adicionais. Neste
contexto, o aumento significativo do peso relativo do figado mediante a administragdo da
dieta hipercolesterolémica foi reportado por outros pesquisadores (FEOLI et al., 2003;
ZULET et al., 1999).

A substituicdo da dieta hipercolesterolémica pela dieta padrao foi efetiva em
reduzir o peso relativo do figado e promoveu aumento, embora nao significativo, na

concentragdo plasmatica de triglicerideos, demonstrando, portanto, a influéncia da dieta
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hipercolesterolémica sobre estas variaveis. O iogurte de soja suplementado com isoflavonas
parece ndo potencializar os efeitos da mudanca de dieta sobre as varidveis mencionadas
anteriormente. Contudo, o placebo e o placebo suplementado com isoflavonas
potencializaram a reducdo do peso relativo do figado, quando comparado ao dos animais que
foram submetidos somente & mudanca de dieta (HP), e embora os niveis de triglicerideos
tendessem a ser maiores nos grupos HPP ¢ HPPI, quando comparados ao grupo HP, a
diferenga foi significativa somente para o grupo HPP. Deste modo, o iogurte de soja
suplementado com isoflavonas aparentemente ndo exerce efeito sobre o peso relativo do
figado, e a concentracao plasmatica de triglicerideos, enquanto que os placebos modificaram
estes parametros. No estudo realizado por ALI et al. (2005), verificou-se que as isoflavonas
foram efetivas em reduzir a concentragdo de triglicerideos plasmaticos em ratos machos
eutroficos, porém em animais obesos, nenhum efeito foi verificado. Assim, estudos adicionais
sdo necessarios para que os efeitos dos produtos de soja e seus mecanismos de agdo sejam
elucidados mediante a administrag¢ao da dieta hipercolesterolémica.

A adicdo do colesterol a dieta promoveu o desenvolvimento da
hipercolesterolemia nos animais, quando estes foram comparados aos animais alimentados
com dieta padrdo. Embora o HDL-colesterol tenha aumentado significativamente nos animais
hipercolesterolémicos, de acordo com MAYES (1994), animais submetidos a este tipo de
dieta, apresentam a fragdo HDL-colesterol rica em apolipoproteina E, a qual por sua vez nao ¢
efetiva na proteg@o contra a aterosclerose.

A substituicdo da dieta hipercolesterolémica pela dieta padrao (HP) normalizou
o colesterol total e o HDL — colesterol, comparando-se os resultados obtidos aos observados
no grupo padrdo. Além disso, os produtos de soja administrados concomitantemente a
mudanga de dieta ndo exerceram influéncia sobre os niveis destas lipoproteinas. Quanto a isto,

ROSSI (2000) reportou que o possivel efeito hipocolesterolémico do E. faecium, se deve a
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inibicao na absor¢ao do colesterol proveniente da dieta. Deste modo, a substituicao da dieta
hipercolesterolémica pela dieta padrio, reduziu o aporte de colesterol exdgeno, o que pode
justificar a falta de efeito do microrganismo probidtico, no presente estudo. Por outro lado, a
ingestao de 200 ml/dia de iogurte de soja produzido com E. faecium e L. jugurti, por um
periodo de 6 semanas promoveu aumento de 10% no HDL — colesterol em humanos
normocolesterolémicos (ROSSI et al., 2003).

Estudos de revisao bibliografica concluiram que os efeitos dos microrganismos
probidticos sobre os niveis de colesterol plasmatico em homens e animais sdo controversos,
ou seja, alguns estudos apontam para reducdo do colesterol mediante o consumo de tais
microrganismos, enquanto outros ndo encontram nenhuma relagdo. Tal fato tem sido atribuido
a fatores como a variabilidade dos protocolos experimentais (quantidade e periodo de ingestao
dos produtos fermentados) e da populacao estudada, assim como a diversidade das espécies
de microrganismos utilizados (GILL & GUARNER, 2004; PEREIRA & GIBSON 2002).

Do mesmo modo, alguns estudos encontraram que a ingestao de fitoestrogenos
exerce efeito no controle dos lipideos plasmaticos em humanos e animais (SANDERS et al.,
2002; TAKATSUKA et al., 2000; BALMIR et al., 1996), enquanto outros relataram auséncia
de efeito (HODGSON et al., 1998; GOODERHAM et al., 1996). A esse respeito, o tipo de
produto de soja, a duragdo do estudo e os métodos de administragdo da dieta parecem
influenciar os resultados (FITZPATRICK, 2003). No entanto, de acordo com DEMONTY et
al. (2003), na maioria dos estudos, o efeito hipocolesterolémico da soja ndo pode ser atribuido
as isoflavonas.

Observou-se aumento significativo na glicemia dos animais do grupo HP
quando comparados aos demais grupos. Os produtos de soja (iogurte suplementado com
isoflavonas, placebo e placebo suplementado com isoflavonas) administrados

concomitantemente a dieta padrdo normalizaram a glicemia dos animais em relacdo aos
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valores observados no grupo dieta padrao. Deste modo, os produtos de soja no presente
estudo contribuiram para a homeostase glicémica. Quanto a isto, estudos de intervengao
nutricional realizados com humanos e animais sugeriram que a ingestdo da soja auxilia no
controle da glicose. Contudo, o que permanece em questdo ¢ se o efeito benéfico se deve a
composi¢ao de aminoacidos, aos constituintes ndo protéicos, tais como as saponinas, 0s
inibidores de tripsina e as isoflavonas, o tipo e a quantidade de fibras consumidas, ou ainda a
maneira com que os produtos de soja sdo consumidos (BHATHENA & VELASQUEZ, 2002).
No presente estudo, as isoflavonas ndo parecem modificar a glicemia, uma vez que o efeito
sobre esta variavel também foi observado para os animais que receberam o placebo.
Contrariamente, ALI et al. (2005) verificaram que as isoflavonas foram efetivas em reduzir as
concentragdes plasmaticas de glicose em ratos magros e obesos, efeito este mediado por
mudangas na concentracdo de hormonios peptidicos (insulina, leptina, glucagon e
corticotropina) envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipideos.

Os resultados encontrados nesta pesquisa nao estabelecem que as isoflavonas
atuam na redugdo do tecido adiposo em humanos, porém indicam que a concentracdo deste
fitoestrogeno encontrada no iogurte de soja e que promove mudangas no tecido adiposo de
ratos, podem ser consumidas por seres humanos como um alimento a base de soja, o qual foi
fermentado por um microrganismo probidtico e suplementado com uma mistura de
isoflavonas, de maneira que a concentracao final atingisse a mesma encontrada no grao de
soja.

A este respeito, as pesquisas apontam que o consumo de alimentos a base de
soja ¢ preferivel em relagdo a suplementagdo da dieta com céapsulas, uma vez que os
beneficios da soja na populagdo oriental estdo associados ao consumo destes alimentos

(NAKAMURA et al., 2000). Adicionalmente, os iogurtes sdo populares entre criangas e
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adolescentes. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos de

acao.

6.2. Parte B (Efeitos da Dieta Hipercolesterolémica Associada aos Produtos de Soja)

Os resultados do presente estudo demonstraram que o iogurte de soja
suplementado com isoflavonas apresentou diferentes efeitos sobre a adiposidade, os quais
parecem depender da localiza¢do do tecido adiposo. Quanto a isto FRAYN (2002) reportou
que a diferenca na localizacdo dos depositos de gordura proporciona caracteristicas
metabolicas especificas a estes tecidos. Neste contexto, verificou-se no presente estudo que as
células do tecido adiposo epididimal apresentaram os menores didmetros, enquanto que os
adipocitos do tecido retroperitoneal apresentaram-se significativamente maiores nos grupos
que receberam iogurte de soja e placebo, suplementados com isoflavonas. Adicionalmente,
nossos resultados sugerem que o efeito do iogurte de soja suplementado com isoflavonas pode
ser modificado quando acompanhado da administragdo da dieta hipercolesterolémica,
fornecendo resultados diferentes daqueles obtidos anteriormente (Parte A), quando as
isoflavonas presentes no iogurte de soja (grupo HPII) ou no placebo (grupo HPPI),
administradas em associagdo a dieta padrdo promoveram a redugdo das células adiposas
centrais (RET) e viscerais (EPI). A este respeito, estudos anteriores realizados com animais,
concluiram que as isoflavonas modificam a adiposidade, no entanto, o efeito deste
fitoestrogeno associado a dieta hipercolesterolémica ndo foi abordado, embora algumas
pesquisas apontassem para importancia do colesterol na regulacdo do metabolismo lipidico
nos tecidos adiposos brancos (ISLAM et al., 2005; ALI et al., 2004; NAZZ et al., 2003; LE
LAY etal., 2001).

Como reportado anteriormente, na Parte A desse item, o tecido adiposo esta

sob influéncia do estrogénio e a similaridade estrutural das isoflavonas com este hormonio
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permite sua ligacdao aos respectivos receptores (ALI et al., 2004; DIEUDONNE et al., 2004;
NAZZ et al., 2003; PEDERSEN et al., 1991; COOKE et al., 2001). Neste contexto, uma
possivel hipotese é a de que a redugdo do diametro dos adip6citos do EPI nos grupos que
receberam o iogurte de soja e o placebo, ambos suplementados com isoflavonas, pode estar
relacionada as variagdes regionais na expressdo dos receptores de estrogénio nos tecidos
adiposos. Quanto a isto, PEDERSEN et al. (1991), demonstraram que em ratos magros o
maior nimero de receptores para estrogénio foi encontrado no tecido adiposo epididimal,
enquanto foi verificada reducdo significativa do nimero de receptores nos tecidos adiposos
perirenal e subcutaneo. Os resultados obtidos por ALI et al. (2004), parecem confirmar esta
hipdtese, uma vez que as isoflavonas reduziram estatisticamente a adiposidade visceral (EPI)
tanto em animais magros como em obesos. Estes resultados sdo importantes a medida que a
gordura abdominal, e em particular a gordura visceral estdo fortemente relacionadas a
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, hipertensdo e dislipidemias, levando ao aumento do
risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares. O impacto da gordura visceral no
desenvolvimento destas patologias tem sido atribuido as propriedades distintas observadas
neste tecido (GIORGINO et al., 2005).

O papel das isoflavonas sobre a reducdo do didmetro dos adipocitos do EPI ¢
confirmado a medida que o placebo aumentou significativamente o diametro destas células. O
impacto negativo do placebo confirma os resultados obtidos para o Protocolo A.

Por outro lado, o aumento do peso relativo do RET e conseqiiente aumento do
diametro dos adip6citos, assim como o aumento na concentragao circulante de triglicerideos,
mediante a administracdo dos produtos de soja (iogurte suplementado com isoflavonas,
placebo e placebo suplementado com isoflavonas), podem representar uma tentativa de ajuste

fisiolégico do organismo para repor os estoques de triglicerideos do tecido adiposo
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retroperitoneal, uma vez tendo sido evidenciada redugao de 59%, mediante a administracdo da
dieta hipercolesterolémica, se comparado ao dos animais alimentados com dieta padrao.

O anteriormente citado estd embasado em uma hipotese desenvolvida por
FRAYN (2002). De acordo com o autor, na lipodistrofia ou lipoatrofia, a fun¢ao de “tampao”
desempenhada pelo tecido adiposo pode ser prejudicada por ndo haver tecido suficiente, o que
acarretaria acimulo de triglicerideos no musculo esquelético, figado e pancreas. Desse modo,
pacientes com quantidades insuficientes de tecido adiposo também poderdo desenvolver
resisténcia a insulina e diabetes Tipo 2. Neste contexto, t€ém se demonstrado, que a
thiazolodinediona (TZT), que atua como sensibilizador da insulina, via receptor PPARYy,
estimula a diferenciagdo dos adipdcitos, aumentando o numero das pequenas células de
gordura (em ratos), estimulando assim a captacdo de &cidos graxos pelos adipdcitos,
promovendo entdo, a reducdo gradual no contetdo de acilglicerdis em outros tecidos. A TZT
também promove o ganho de peso corporal (FRAYN, 2002).

Adicionalmente, baixas concentragdes de adiponectina, uma proteina
plasmatica especifica do tecido adiposo, e que apresenta atividade anti-aterogénica, sdo
verificadas na lipodistrofia. Deste modo, a reducdo no didmetro dos adipocitos do EPI pelas
isoflavonas, observados neste estudo, torna-se paradoxo ao aumento do RET. Quanto a isto,
FRAYN (2002), sugere que os adipécitos dos tecidos intra-abdominais podem apresentar
menor eficiéncia na atividade “tampao”. NAGASAWA et al. (2003) verificaram que a
reducdo do didmetro das células do EPI promoveu aumento na concentragdo plasmatica de
adiponectina em ratos alimentados com proteina de soja quando comparados as observadas
nos animais alimentados com caseina.

Embora os resultados do presente estudo evidenciem que o produto fermentado
de soja suplementado com isoflavonas apresenta efeitos sobre os tecidos adiposos, futuras

pesquisas sdo necessarias para esclarecer os mecanismos envolvidos.
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Os resultados contribuiram para a reafirmacao da hipdtese de que os efeitos
das isoflavonas sobre o tecido adiposo ndo parecem ser decorrentes do ganho de peso ou da
ingestdo alimentar, como evidenciado na Parte A deste estudo e também por outros
pesquisadores (ALI et al., 2004; NAZZ et al., 2003). A este respeito notou-se que o ganho de
peso corporal reportado para os animais que receberam iogurte de soja ou placebo, ambos
suplementados com isoflavonas, ndo diferiu dos valores reportados para os animais
alimentados com dieta padrio, embora uma tendéncia a redugdo do peso relativo do EPI, com
reducdo significativa no diametro de suas células tenha sido verificada nos animais que
receberam a suplementagdo com isoflavonas (grupos H+II e H+PI) comparados aos animais
que receberam dieta padrao (P). Adicionalmente ndo houve diferenca na ingestdo alimentar
quando estes grupos foram comparados.

Embora os efeitos reportados para o RET tenham sido controversos aos
observados para o EPI, com aumento dos pesos relativos do RET e de suas células mediante a
administracdo dos produtos da soja, tal fato ndo pode ser atribuido ao ganho de peso ou a
ingestdo alimentar, uma vez que os valores obtidos para estes grupos ndo diferiram dos
valores obtidos para os animais alimentados com dieta padrdo, exceto para o grupo que
recebeu iogurte de soja suplementado com isoflavonas. No entanto, a eficiéncia alimentar foi
menor para este grupo quando comparada a obtida para o grupo P, ndo havendo a
possibilidade de se determinar, neste estudo, se a menor eficiéncia se deu por uma menor
absorc¢do dos nutrientes, ou se alguma resposta metabdlica ocorreu.

Os presentes resultados também confirmam os obtidos por ALI et al. (2004) e
NAZZ et al. (2003), de que as isoflavonas da soja apresentam efeitos especificos para o tecido
adiposo, uma vez que nenhuma alteracdo para a massa muscular foi observada mediante a
suplementagdo com os produtos de soja, comparando-se estes valores aos obtidos para os

animais alimentados com dieta padrio.
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O iogurte de soja suplementado com isoflavonas e o placebo suplementado
com isoflavonas administrados concomitantemente a dieta hipercolesterolémica nao
apresentaram efeito na redu¢do do peso relativo do figado. No entanto, para o placebo (grupo
H+P) menores valores foram obtidos para esta varidvel quando comparada a média dos pesos
relativos reportados para o grupo H. Neste contexto, LIN et al. (2005), reportaram que a
suplementagdo da dieta hipercolesterolémica com produtos de soja administrada a ratos, por
um periodo de oito semanas promoveu efeitos benéficos sobre o controle dos lipideos
hepaticos, efeitos estes, atribuidos principalmente as isoflavonas. Assim, futuras investigacdes
sd0 necessarias para verificacdo dos possiveis mecanismos de acao envolvidos.

Os produtos de soja ndo apresentaram efeito sobre as concentragdes de
triglicerideos plasmaticos, quando os valores obtidos para estd variavel sdo comparados aos
obtidos para o grupo dieta padrao, confirmando os resultados obtidos por LIN et al. (2005).

A dieta hipercolesterolémica promoveu o desenvolvimento da
hipercolesterolemia nos animais. Neste estudo, os microrganismos probidticos (E. faecium
CRL 183) nao apresentaram efeito sobre as concentragcdes plasmaticas do colesterol total.
Contrariamente a esses resultados, AGERHOLM-LARSEN et al. (2000a) reportaram que um
iogurte produzido com uma cepa de E. faecium e duas cepas de Streptococcus thermophillus
promoveu reducdo de 8,4% na concentragdo de LDL-colesterol. Adicionalmente, um estudo
de meta-analise que avaliou os efeitos dos microrganismos anteriormente citados concluiu que
a ingestao do iogurte produziu decréscimos de 4% e 5% no colesterol plasmatico total e LDL-
colesterol, respectivamente. Contudo, estes autores concluiram que hd a necessidade do
desenvolvimento de estudos com periodos de ingestao destes produtos mais prolongados, para
que os efeitos para os lipideos plasmaticos possam ser mantidos (AGERHOLM-LARSEN et

al., 2000b).



64

Um importante resultado observado, foi a elevacao significativa da fracao
HDL - colesterol pelo microrganismo probiotico E. faecium CRL 183, sugerindo aumento na
capacidade de transporte reverso do colesterol. O mesmo foi observado por ROSSI et al.
(2003) quando homens normocolesterolémicos consumiram 200 ml/dia de iogurte de soja
produzido com o mesmo microrganismo anteriormente citado.

Os produtos de soja administrados concomitantemente a dieta padrio
(Protocolo A) modificaram a homeostase glicémica. Contudo, quando os mesmos produtos a
base de soja sdo consumidos concomitantemente a dieta hipercolesterolémica, este efeito nao
foi verificado, de maneira que o iogurte de soja suplementado com isoflavonas promoveu
aumento da glicemia, se comparada a obtida para o grupo alimentado com dieta padrao,
enquanto que os placebos, suplementados ou ndo com isoflavonas ndo apresentaram efeito
sobre esta varidvel. Assim, os microrganismos probidticos parecem influenciar a absor¢ao da
glicose em ratos alimentados com dieta hipercolesterolémica.

Os resultados encontrados atentam para o desenvolvimento de alteragdes
promovidas pela ingestdo de dieta rica em colesterol ¢ os efeitos que os produtos de soja
podem exercer sobre as varidveis envolvidas, tais como para o perfil lipidico e adiposidade.
Neste contexto, considerando seus efeitos sobre a adiposidade, os produtos de soja parecem
promover uma tentativa de ajuste fisioldgico mediante as alteragcdes promovidas pela ingestdo
da dieta hipercolesterolémica. Adicionalmente, o iogurte de soja suplementando com
isoflavonas e com propriedades probidticas promoveu aumento significativo da fragdo HDL-
colesterol. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos de

acao.
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7. CONCLUSAO
Os principais efeitos da administracdo das diferentes dietas e dos produtos de
soja, observados no presente estudo serdo citados, considerando os objetivos que nortearam a

realizacdo do mesmo, a saber:

7.1. Dieta Hipercolesterolémica

A ingestdo da dieta hipercolesterolémica foi efetiva em desenvolver a
hipercolesterolemia nos animais. Além disso, o colesterol mostrou-se como um fator que
exerce influéncia sobre a adiposidade e a concentragdo plasmatica de triglicerideos. Estas
alteracdes foram acompanhadas pelo aumento do peso relativo do figado e esteatose hepatica

macroscopica.

7.2. Efeitos da Mudanc¢a do Padrao Alimentar (Dieta Hipercolesterolémica para Dieta
Padrao)

A mudanga do padrao alimentar promoveu:

- Aumento do didmetro dos adipocitos do RET;

- Reducdo do peso relativo do figado, porém nado alcangando os valores de
normalidade obtidos para os animais alimentados com dieta padrio;

- Redugdo do peso relativo do musculo gastrocnémio, alcangando os valores de
normalidade obtidos para os animais alimentados com dieta padrio;

- Mudanca no perfil lipidico dos animais, alcangando os valores de
normalidade obtidos para os animais alimentados com dieta padrio;

- Aumento da glicemia.
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7.3. Parte A (Efeitos da Mudanca do Padrio Alimentar: Dieta Hipercolesterolémica
para Dieta Padrao associada aos Produtos de Soja)
- As isoflavonas promoveram a redugao do diametro dos adipocitos para o EPI
e para o RET;
- Os microrganismos probiodticos parecem ter aumentado a biodisponibilidade
das isoflavonas;
- O iogurte de soja suplementado com isoflavonas e com propriedades
probidticas pode contribuir para a homeostase glicémica;
- Nao foram observadas mudangas no perfil lipidico dos animais frente a

administracao dos produtos de soja.

7.4. Parte B (Dieta Hipercolesterolémica Associada aos Produtos de Soja)

- Os produtos de soja exerceram efeitos especificos dependo da localizagdo do
tecido adiposo;

- As isoflavonas promoveram a reducao do diametro dos adipdcitos para o EPI;

- Os produtos de soja promoveram um aumento significativo do didmetro do
adipocitos para o RET;

- Os microrganismos probidticos aumentaram significativamente o HDL-
colesterol;

- O 1ogurte de soja aumentou significativamente a glicemia.

7.5. Consideracoes Finais
Os efeitos do iogurte de soja suplementado com isoflavonas sobre a
adiposidade, perfil lipidico e glicemia, podem ser modificados, dependendo do tipo de dieta

(padrao ou hipercolesterolémica) administrada concomitantemente ao seu consumo.
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Além dos efeitos benéficos das isoflavonas sobre a adiposidade, os produtos de
soja também parecem promover uma tentativa de ajuste fisiologico mediante as alteragdes
promovidas pela ingestdo da dieta hipercolesterolémica sobre esta variavel. Adicionalmente,
0s microrganismos probidticos apresentaram efeitos dieta-especificos sobre a
biodisponibilidade das isoflavonas e concentracdes plasmaticas do HDL-colesterol. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o mecanismo de agdo nos animais, €
posteriormente em humanos, de maneira que a atuacdo dos produtos de soja como agentes
fitoterapicos para controle de anormalidades do metabolismo lipidico ou como agente

preventivo a estas, possa ser explorado.
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