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RESUMO

ESTEVES, Elizabethe Adriana, D.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2000. Variedades de soja e seus efeitos na regulagdo do metabolismo
do colesterol em ratos. Orientadora: Josefina Bressan Resende Monteiro.
Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e Maurilio Alves Moreira.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de um novo cultivar de
soja (UFV116), geneticamente melhorado para auséncia das lipoxigenases 2 e
3, na regulacdo do metabolismo do colesterol. Utilizou-se uma variedade
comercial (OCEPAR-19), para fins comparativos. Foram determinados os
teores de proteinas e lipidios totais e a composicdo em aminoacidos, acidos
graxos e isoflavonas em farinhas obtidas dos grédos de ambos os cultivares.
Nao houve diferenca significativa entre eles, com relagcéo ao teor de proteina. O
cultivar UFV116 apresentou maior teor de fenilalanina, treonina, tirosina,
glicina, acidos aspartico e glutamico. O teor de lipidios totais foi menor para
UFV116, que no entanto apresentou maiores teores de acidos palmitico e
linoléico e menores para estearico, linolénico e oléico. Este cultivar apresentou
maior teor de isoflavonas nas formas agliconas. Numa segunda etapa, grupos
de ratos machos Wistar foram alimentados com dietas semipurificadas, nas
quais as fontes protéicas foram provenientes dos cultivares UFV116 (UFV) e
OCEPAR-19 (OCP) e da caseina (CAS), com ou sem a adi¢cado de colesterol
dietético (0,25%), por 28 dias. O cultivar UFV116 foi mais eficaz na redugéo do
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colesterol sérico na dieta sem adicdo de colesterol que a variedade OCEPAR-
19. Contudo, nao teve influéncia no acumulo de colesterol no figado, com e
sem a adicdo de colesterol dietético. Ambos os cultivares reduziram o
colesterol do sangue e seu acumulo no figado, em comparagdo a caseina,
independente da adicdo de colesterol na dieta. Houve redugdo dos niveis de
MRNA para 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGR) nas dietas
de soja, quando comparadas com a caseina, independente da adi¢cao de
colesterol dietético. As dietas de soja promoveram aumento nos niveis de
MmRNA para colesterol 7o-hidroxilase (CYP7A), com e sem a adigdo de
colesterol dietético, em comparacao a caseina. Isto foi acompanhado por maior
excrecgao de acidos biliares fecais, especificamente acidos biliares secundarios.
Nao houve diferenga significativa entre os cultivares de soja nos parametros
avaliados. A adicdo de colesterol as dietas experimentais provocou aumento da
excregao de esterodides neutros. Estes resultados evidenciam que o colesterol
hepatico provavelmente foi convertido em esterdides e excretado nas fezes,
primariamente como acidos biliares. Adicionalmente, a sintese hepatica de
colesterol foi reduzida, contribuindo para a manutencdo dos baixos niveis
séricos. E importante ressaltar que os componentes n&o-protéicos dos

cultivares podem ter influenciado os seus efeitos hipocolesterolemiantes.



ABSTRACT

ESTEVES, Elizabethe Adriana, D.S. Federal University of Vigosa, October,
2000. Soybean varieties and their effects on cholesterol metabolism
control in rats. Adviser: Josefina Bressan Resende Monteiro. Committee
members: Neuza Maria Brunoro Costa and Maurilio Alves Moreira.

The aim of this work was to determine the effects of a new Brazilian
soybean variety (UFV116), lacking lypoxigenases 2 and 3, on cholesterol
metabolism in rats. It was used a Brazilian commercial variety (OCEPAR-19)
and casein to compare the results. The seeds of the two varieties were
processed as soy flour. Analysis of protein, total lipids, aminoacids, fatty acids,
and isoflavones were carried out on the soy flours. There was no statistical
difference between the two varieties on protein content. The UFV116 variety
showed higher amounts of phenylalanin, threonin, tyrosin, aspartic and glutamic
acids and glycin. The OCEPAR-19 variety showed higher amounts of total
lipids. The content of palmitic and linoleic acids was higher for UFV116, and
OCEPAR-19 showed higher content for estearic, linolenic, and oleic acids. The
UFV116 variety showed higher content of isoflavone aglicones. In a second
step, the effect on cholesterol metabolism was determined in groups of male
Wistar rats, fed semipurified diets (AIN93M) with protein from UFV116 (UFV)
and OCEPAR-19 (OCP) and casein (CAS), with or without dietary cholesterol
addition (0.25%) for 28 days. Total blood cholesterol-lowering effect was better



for UFV when no cholesterol was added to the diet, compared to OCP.
However, it did not affect liver cholesterol, despite dietary cholesterol added.
Both varieties lowered total cholesterol levels and liver accumulation on a
similar way, compared to casein, regardless the cholesterol addition. There
were lower levels of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMGR)
mMRNA on groups fed soybean compared to CAS with or without cholesterol in
the diet. Differently, soybean diets promoted higher levels of cholesterol 7-o-
hydroxylase (CYP7A) mRNA, with or without dietary cholesterol, compared to
casein. This was followed by a higher excretion of fecal bile acids, mainly
secondary bile acids. No difference was observed between the two varieties in
all parameters analyzed. There was higher fecal neutral steroid output when
cholesterol was added to all diets. These results suggest that liver cholesterol
was likely converted in steroids, increasing their fecal output, primarily, as bile
acids. Additionally, liver cholesterol synthesis was reduced, so blood levels
remained low. The non-protein compounds of the two soybeans studied may
have influenced on their cholesterol-lowering effects.
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1. INTRODUCAO

Os produtos de soja (Glycine max) tém sido, ao longo dos anos,
importantes fontes de proteina e energia na dieta da populagdo de muitos
paises orientais, acostumados ao seu sabor caracteristico. No Brasil, a soja foi
inicialmente desenvolvida visando a extragcdo de oleos. No entanto, ha muito
tempo ela também vem sendo utilizada como fonte de proteina para
alimentagao animal e como ingrediente protéico para a elaboragdo dos mais
variados tipos de alimentos.

Contudo, existe uma grande limitagdo em relagdo ao uso direto de
produtos derivados de soja na alimentagdo humana, no Brasil e em outros
paises ocidentais. Esta limitacdo deve-se, principalmente, ao fato de tais
produtos apresentarem sabores indesejaveis com relagdo aos padrdoes de
palatabilidade dessa populacdo, o que compromete suas propriedades
sensoriais e diminui sua aceitabilidade (MORAIS e SILVA, 1996).

A acao catalitica das isozimas lipoxigenases sobre acidos graxos
poliinsaturados promove a formagdo de compostos carbonilicos de cadeia
curta, que se associam as proteinas, resultando nos sabores indesejaveis
mencionados. Varios sdo os tratamentos propostos para reduzir estes efeitos.
Entretanto, além de ndo resolverem satisfatoriamente o problema, eles sao
caros, o que torna o produto final inviavel (LIU, 1997).

A obtencao de cultivares de soja com auséncia de lipoxigenases é uma

alternativa para minimizar os problemas de sabor e odor dos produtos de soja e



para estimular seu consumo direto. Além do mais, a pesquisa cientifica vem
demonstrando, ao longo dos anos, que a soja apresenta efeitos benéficos na
prevencao e no tratamento de algumas doencgas crdnicas, como as doengas
cardiovasculares, o cancer, o diabetes, entre outras (MORAIS e SILVA,
1996).

Uma das principais causas de morte em muitos paises desenvolvidos
tém sido doencas do coragdo e dos vasos sanguineos, coletivamente
conhecidas como doencgas cardiovasculares (DCV) (WHITNEY e ROLFES,
1999). Os principais estudos relacionando dieta e DCV enfocam o conteudo de
gordura e colesterol da dieta. Varios destes estudos indicam que a ingestao de
proteina de soja em substituicdo a proteina animal estd associada com a
reducdo do risco de desenvolver doencas cardiovasculares, o que é refletido
pela diminuicdo dos niveis séricos de colesterol, principalmente LDL-colesterol
(NAGATA et al.,, 1980; ANDERSON et al.,1995; CARROLL e KUROWSKA,
1995; POTTER, 1995, 1998; LICHTENSTEIN, 1998; TEIXEIRA et al., 2000).

Entretanto, os mecanismos pelos quais a proteina de soja altera as
concentragdes de colesterol e lipidios séricos ainda ndo estdo elucidados.
Estudos que investigam as alteragcdes metabdlicas induzidas pela proteina de
soja tém apontado trés teorias, aparentemente espécie-dependentes: aumento
da excregao de acidos biliares (aumento da sintese e atividade de colesterol 7-
o-hidroxilase), efeito direto no metabolismo hepatico do colesterol (aumento da
sintese e atividade de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase) e efeitos
endécrinos (alteragdo da concentragdo de horménios, como a tiroxina)
(POTTER, 1995). Entretanto, enquanto alguns desses mecanismos vém sendo
demonstrados em animais, em humanos eles ainda ndo s&o consistentes. Tal
fato poderia ocorrer em virtude de inumeros fatores. As variagdes entre os
produtos de soja, causadas pelo processamento e pelo melhoramento
genético, poderiam ser, em parte, responsaveis, ja que existe um grande
numero de componentes biologicamente ativos presente em diferentes
produtos de soja, como isoflavonas, saponinas, acido fitico, inibidores de
proteases, entre outros, os quais também podem estar envolvidos nos

mecanismos hipocolesterolemiantes da proteina de soja.



O Programa de Melhoramento Genético da Universidade Federal de
Vigosa, por meio de seu Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria — BIOAGRO, vem, ao longo dos anos, desenvolvendo novas
variedades de soja, visando a melhoria de uma série de caracteristicas nos
cultivares, dentre elas a qualidade sensorial. Novas variedades de soja, de
sabores mais atenuados, viriam favorecer sua maior utilizacdo na alimentacao
humana, como uma fonte energética e protéica de baixo custo e de boa
qualidade.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de um novo
cultivar de soja (UFV116) desenvolvido pelo BIOAGRO, geneticamente
modificado para auséncia das lipoxigenases 2 e 3, na regulagdo do
metabolismo do colesterol em ratos, mais especificamente no controle de sua
biossintese enddgena, no controle da biossintese de acidos biliares e na
excregao de esterdides fecais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da soja

A soja pertence a familia das leguminosas e ao género Glycine, que
compreende cerca de 15 espécies, dentre as quais se destaca a espécie
Glycine max. E uma leguminosa herbacea, anual, ereta, de crescimento
morfolégico diversificado, semelhante ao feijao-comum. Seus graos variam em
forma, tamanho e cor, de acordo com a variedade: podem ser arredondados e
até achatados, sendo geralmente ovais, e apresentam cores amarela, verde,
preta ou combinagdes destas (SEDIYAMA et al., 1985).

O gréo de soja chegou ao Brasil em 1908, com os primeiros imigrantes
japoneses, mas foi introduzido oficialmente no Rio Grande do Sul em 1914,
Porém, sua expansdo aconteceu nos anos 70, com o interesse crescente da
industria de 6leo e a demanda do mercado internacional. O cultivo em escala
comercial ganhou impulso em virtude dos incentivos concedidos pelo governo e
também do crescimento da demanda internacional, principalmente na Europa
(BONATO e BONATO, 1987).

Até 1975, toda a produgdo brasileira de soja era realizada com
cultivares e técnicas importadas dos Estados Unidos, onde as condi¢cdes
climaticas e os solos sao diferentes do Brasil. Assim, a soja sé produzia bem,
em escala comercial nos Estados do Sul, onde os cultivares americanos

encontravam condigdes semelhantes as dos Estados Unidos. A criagdo do



cultivar Tropical levou a soja para as Regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte
do Brasil. A partir dai, inumeros outros cultivares nacionais foram criados, para
dar estabilidade ao cultivo de soja nas chamadas regides de fronteira agricola.
Hoje, o Centro-Oeste é responsavel por quase 50% da produgdo nacional de
soja, que registra produtividade que ja ultrapassa os 3500 kg ha™ ano™. A soja
€ também cultivada nas regides Sul e Sudeste do Brasil e representa uma
importante fonte na economia agricola do pais (EMBRAPA, 1994).

A produgcdo mundial de soja, cujo volume participa do mercado
internacional na formacdo da oferta e demanda do produto, esta restrita
principalmente a trés paises: Estados Unidos, Brasil e Argentina. Em nivel
mundial, o Brasil € o segundo maior produtor, devendo-se ressaltar que a safra
de 1998/99 representou 19,7% (31 milhdes de toneladas) da produgdo mundial,
tendo sido inferior somente a dos Estados Unidos (47,7%, 75,03 milhdes de
toneladas) (NEGOCIOS AGRICOLAS LTDA., 2000).

Contudo, a 6tima produtividade e o valor nutricional da soja ndo tém
influenciado sua inclusdo direta na dieta alimentar do brasileiro. Sua utilizacao
interna ocorre principalmente na forma de 6leo (mais de 90% do consumo
nacional), de farelo (para ragdo animal) e como ingrediente em produtos
alimenticios (EMBRAPA, 1994).

2.2. Composigao da soja

A soja é economicamente valorizada por causa da sua composi¢cao
quimica caracteristica. Os principais constituintes da soja s&o proteinas,
lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas. Em média, 6leo e proteina juntos
correspondem a aproximadamente 60% do grao seco. O conteudo
remanescente € composto principalmente de carboidratos e cinzas. A soja
contém, em base seca, aproximadamente 40% de proteinas, 35% de
carboidratos totais, 20% de oleos, 5% de cinzas e teor de umidade entre 12 e
14%. Os teores de constituintes da soja apresentam variagbes que podem ser
influenciadas por fatores genéticos e pelo meio ambiente (WOLF e COWAN,
1975; SNYDER e KWON, 1987). Essa leguminosa apresenta, ainda, certos
compostos em menor quantidade, como inibidores de tripsina, fitatos e

oligossacaridios, que s&o conhecidos como biologicamente ativos. Outros,



como as isoflavonas, tém sido reconhecidos por sua habilidade de prevenir
certas doencgas (LIU, 1997).

2.2.1. Proteinas e aminoacidos

A soja é a maior fonte de proteina vegetal para nutricdo humana e
animal em muitos paises, fornecendo calorias, aminoacidos essenciais e
nitrogénio. As proteinas da soja possuem grande importancia comercial,
devendo-se ressaltar que seus teores variam entre 37 e 44% em base seca.
Em virtude deste elevado teor de proteina, a soja é bastante utilizada em
formulacdes de produtos para alimentagao humana e para ragéo animal.

Com base nas fungdes bioldgicas, as proteinas da soja sdo de dois
tipos: proteinas de reserva e metabdlicas. As proteinas metabdlicas incluem as
enzimas e as proteinas estruturais e estdo envolvidas nas atividades celulares
normais, incluindo a sintese das proteinas de reserva. As proteinas de reserva
fornecem nitrogénio e carbono para o desenvolvimento da semente, durante a
sua fase de germinacgéo. Estas proteinas apresentam-se em maior proporgéo
na soja (LIU, 1997).

Em relagdo aos padrbes de solubilidades, as proteinas da soja séo
albuminas (soluveis em agua) e globulinas (soluveis em solugéo salina), sendo
a maior proporgao de globulinas. Os dois tipos mais comuns na soja s&o a
glicinina e a B-conglicinina (LIU, 1997).

Contudo, a maneira mais precisa de identificar as proteinas da soja tem
sido pelo coeficiente de sedimentacdo, utilizando a centrifugagédo para a
separacgao das proteinas. Sob condi¢cbes-tampao apropriadas, as proteinas da
soja apresentam quatro fragbes apds a ultracentrifugagao, que sao designadas
2, 7, 11 e 15S (S = unidade de Svedberg). Em geral, a analise das quatro
fracbes tem mostrado que as porgcdes 11S e 15S sao proteinas puras. Mais
especificamente, a fragdo 11S é a glicinina e corresponde a, pelo menos, um
terco da proteina extraida, enquanto a fragdo 15S € um polimero de glicinina e
corresponde a cerca de 10% da proteina extraida. Em contraste, a fracdo 2S
corresponde a 20% e inclui os inibidores de tripsina e o citocromo C. A fracao
7S corresponde a um tergo e consiste de conglicinina, a-amilase, lipoxigenase
e hemaglutinina (NIELSEN, 1985).



A proteina de soja possui alto valor nutricional, apresentando elevado
teor de lisina. Esta caracteristica € muito importante em virtude da possibilidade
de seu uso como suplemento em dietas a base de cereais, que sao pobres em
lisina. Apresenta como limitagcdo apenas a deficiéncia em aminoacidos
sulfurados, em que a metionina é o mais limitante, seguida pela cisteina e
treonina (LIU, 1997).

2.2.2. Lipidios e acidos graxos

Aproximadamente 20% do gréo de soja integral é constituido de dleo, o
qual possui pigmentos, fosfolipidios e acidos graxos livres em sua composi¢cao
(GARCIA et al., 1997). Os lipidios do grdo de soja estdo contidos em organelas
denominadas corpos lipidicos, situadas no reticulo endoplasmatico. Sua
extragdo com hexano apresenta uma fracdo maior de trigliceridios e uma
composicao menor de fosfolipidios, acidos graxos livres e acidos graxos
saponificaveis (SNYDER e KWON, 1987). A soja imatura verde contém teores
de 15,58 a 21,80% de lipidios em base seca (SHANMUGASUNDARAM et al.,
1990).

Cada gordura ou 6leo natural, independente da sua origem, apresenta
uma composi¢cdo em acidos graxos unica. O 6leo de soja € uma boa fonte de
acidos graxos essenciais ao organismo humano. Os acidos graxos do oOleo de
soja s&o, na sua maioria, insaturados, cujo maior percentual corresponde ao
acido linoléico, seguido pelo oléico, palmitico, linolénico e estearico, em ordem
decrescente. O 6leo de soja contém ainda alguns acidos graxos em minimas
quantidades, como o araquidénico, o palmitoléico e o miristico (LIU, 1997).

Os acidos graxos linoléico (6mega-6) e linolénico (6bmega-3) sé&o
considerados essenciais, porque os mamiferos, incluindo o homem, ndo podem
sintetiza-los. Os demais acidos poliinsaturados somente podem ser
sintetizados a partir destes. Desta maneira, devem ser fornecidos pela dieta em
quantidades adequadas. Os acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 sao essenciais
para um crescimento e desenvolvimento normais e podem desempenhar um
papel importante na prevencdo e no tratamento de doencas do coracgao,

hipertensao, artrite e cancer (LIU, 1997).



O acido linoléico € membro primario da familia dos acidos 6mega-6. A
partir dele, o corpo humano pode sintetizar outros acidos 6mega-6, como o
acido araquidodnico. Ja o acido linolénico é o precursor dos acidos graxos da
familia dos ©6mega-3, como os acidos eicosapenaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA). As células do corpo humano ndo possuem enzimas
capazes de produzir os acidos 6mega-3 ou 6, nem tdo0 pouco conseguem
converter um 6mega-3 em um Omega-6, ou vice-versa. Entdo, a melhor
maneira de manter os suprimentos corporais destes acidos poliinsaturados é
obté-los da dieta. Uma dieta balanceada, rica em gréos, leguminosas, vegetais
folnosos e peixes, fornece os requerimentos para os 6mega-3 e dmega-6
(WHITNEY e HOLFES, 1999).

Existe uma grande variagdo na composi¢gdo em acidos graxos do 6leo
de soja, resultante principalmente do melhoramento genético. A faixa de
composicéo entre diversas variedades € de, aproximadamente, 8 a 17% para
palmitico; de 3 a 30% para estearico; de 25 a 60% para oléico e linoléico; e de
2 a 15% para linolénico (LIU, 1997).

2.2.3. Carboidratos e fibras

A porgao de carboidratos do grdo de soja corresponde, em média, a
35% em base seca, constituindo o segundo maior componente da soja.
Entretanto, comercialmente, sdo menos importantes que os lipidios e as
proteinas. O principal uso dos carboidratos da soja tem sido na alimentagao
animal, contribuindo para o enriquecimento caldorico da dieta. Contudo,
pesquisas recentes tém mostrado os beneficios dos oligossacaridios dietéticos,
assim como a relacdo benéfica entre o consumo de fibra dietética e o risco
reduzido de cancer de célon e outras doengas, o que vem aumentando o valor
dos carboidratos da soja (LIU, 1997).

O principal carboidrato soluvel da soja imatura verde € a glicose. Com
o amadurecimento do grdo, este agucar desaparece, predominando os
agucares nao-redutores, como sacarose, rafinose e estaquiose. Os
oligossacarideos rafinose e estaquiose nao sao metabolizados pelo trato
digestivo de humanos e sao considerados, também, como fatores limitantes

quanto ao uso da soja na alimentagdo humana, uma vez que favorecem a



ocorréncia de flatuléncia, levando, em maior ou menor grau, a um certo
desconforto e mal-estar (LIENER, 1994). Os carboidratos insoluveis da soja
sdo a celulose, hemicelulose, pectina e aproximadamente 1% de amido, os
quais estdo localizados nas paredes celulares e materiais intersticiais. A
maioria dos polissacaridios complexos e oligossacaridios do grédo de soja &
constituida de fibras alimentares, pois as paredes celulares contém cerca de
30% de pectinas, 50% de hemicelulose e 20% de celulose. A casca da
semente corresponde a aproximadamente 8% do peso seco do grao integral e
contém cerca de 86% dos carboidratos complexos, contribuindo, assim, com a

maior propor¢ao de carboidratos insoluveis do gréo de soja (LIU, 1997).

2.2.4. Vitaminas, minerais e cinza

A soja contém vitaminas hidro e lipossoluveis. As vitaminas
hidrossoluveis presentes na soja incluem principalmente a tiamina, a
riboflavina, a niacina, o acido pantoténico e o acido félico. Nao existe perda
substancial dessas vitaminas durante a extracao do 6leo, e seu conteudo varia
de 626 a 685 ug/100 g e de 92 a 119 ug/100 g para para tiamina e riboflavina,
respectivamente. O teor de acido ascorbico é negligivel na soja madura, apesar
de estar presente em quantidades mensuraveis nas sementes imaturas e
germinadas (FERNANDO e MURPHY, 1993).

O teor de cinza é um indicativo da quantidade total de compostos
inorganicos presentes na soja. A diferenca no teor de cinzas de um cultivar
para o outro pode ser influenciada principalmente pela composi¢ao do solo. O
grao de soja seco contém, aproximadamente, 5% de cinza (SNYDER e KWON,
1987).

Entre os principais minerais presentes na soja, o potassio é encontrado
em maior concentragao, seguido pelo fosforo, magnésio, calcio e sédio. O
conteudo destes minerais varia de 0,2 a 2,1%, em valores médios. Os minerais
presentes em menores quantidades séo o ferro, o zinco, 0 manganés, o cobre
o selénio, entre outros, cujos conteudos variam entre 0,01 e 140 ppm. O
conteudo mineral da soja, assim como de outros componentes, € influenciado

pela variedade, pelo tipo de solo e pelo clima (PERKINS, 1995).



2.2.5. Fatores antinutricionais e enzimas

Do ponto de vista nutricional, a soja apresenta constituintes que sao
denominados antinutricionais ou indesejaveis, como acido fitico,
hemaglutininas, inibidores de tripsina, enzimas como peroxidases,
lipoxigenases e beta-glucosidades, isoflavondides e saponinas.

O acido fitico ou inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato € encontrado em
vegetais, principalmente em gréos de cereais e leguminosas (GRAF, 1983).
Sua distribuicdo nos cotilédones € uniforme e possivelmente ele esta presente
como fitato de potassio soluvel (CHERYAN, 1980). A soja apresenta cerca de
1,0 a 1,47% de fitatos em base seca, o que representa de 51,4 a 57,1% do total
de fosforo das sementes (LIU, 1997). Os fitatos sdo quelantes e podem reduzir
a disponibilidade de alguns minerais como nutrientes, como zinco, calcio,
cobre, ferro, magnésio, manganés e molibdénio (SNYDER e KWON, 1987). A
biodisponibilidade de minerais com relacdo ao efeito dos fitatos é influenciada
pela presenca de outros minerais na dieta, pela associacdo com proteinas, pelo
tratamento térmico, pela forma de processamento do alimento, pelo pH do meio
e por outros fatores (CHERYAN, 1980).

O fitato também interage fortemente com residuos basicos de
proteinas, podendo ser demonstrado, in vitro, que ele possui agao inibidora
sobre varias enzimas importantes no sistema digestivo, como pepsina, tripsina
e alfa-amilase (LIENER, 1994). Por apresentar essas propriedades, o fitato foi
considerado como fator antinutricional por muito tempo. Atualmente, questiona-
se seu papel como antinutricional, pois tem-se verificado sua acao antioxidante,
de onde se conclui que ele pode ser utilizado em alimentos. Apresenta também
capacidade de reduzir os niveis sanguineos de colesterol e trigliceridios e de
diminuir o risco do aparecimento de céncer de coélon (ZHOU e ERDMAN,
1995).

As hemaglutininas, fitohemaglutininas ou lectinas s&o largamente
encontradas em vegetais e tém funcdo desconhecida. Sdo proteinas com
capacidade de se ligar a agucares ou glicoproteinas. Podem representar de 2 a
10% do conteudo protéico das leguminosas, devendo-se ressaltar que a soja

possui de 5 a 7%. Induzem alteragdes no pancreas a curto, médio e longo
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prazo, sendo responsaveis, in vitro, pela aglutinagao de células vermelhas do
sangue (GRANT, 1989).

Os inibidores de tripsina, desde 1971, tém sido relatados como
inibidores do crescimento de animais jovens, quando alimentados com soja
crua. Ha descri¢gdes de pelo menos dois tipos de inibidores de tripsina na soja:
Kunitz e Bowman-Birk (LIENER, 1994).

Os inibidores de tripsina denominados Kunitz e Bowman-Birk
apresentam peso molecular de 21 e 8 KD, respectivamente. O Kunitz é
especifico para inibicdo da tripsina e contém dois sitios de reatividade. O
Bowman-Birk inibe a tripsina e a quimiotripsina e sua atividade é relativamente
resistente ao tratamento com acido e pepsina (MCNIVEN, 1992). A adi¢ao de
purificado de inibidor de tripsina Kunitz na dieta de ratos prejudica seu
crescimento e a do inibidor de Bowman-Birk induz a hipersecregao de enzimas
pancreaticas, levando a hipertrofia e hiperplasia do pancreas em algumas
espécies de animais (GRANT, 1989; MCNIVEN et al.,, 1992). O tratamento
térmico reduz a atividade desses dois inibidores. Entretanto, para maximizar a
destruicdo dos inibidores de tripsina e minimizar as perdas de outros
componentes, tais como proteinas, € essencial a utilizacdo de condi¢cdes
6timas de temperatura, tempo, umidade e pressao. O tratamento com sulfito de
sddio e o0 melhoramento genético sdo outras alternativas para inativagédo dos
inibidores de tripsina (LIU, 1997).

As saponinas compreendem um grande grupo de compostos
estruturalmente relacionados que contém uma aglicona esteroidal ou
triterpenoidal ligada a uma ou mais moléculas de oligossacarideos e
apresentam propriedades similares aos detergentes. O conteudo de saponinas
dos produtos de soja é de aproximadamente 0,1 a 0,5% em base seca.
Quando administradas oralmente, as saponinas sdo pouco absorvidas,
metabolizadas no intestino e excretadas intactas. Elas agem como sulfactantes
naturais e interagem prontamente com as membranas celulares, apresentando
propriedades hemoliticas, sendo, por isto, consideradas “antinutricionais” e
toxicas. Entretanto, existe renovado interesse nas saponinas, pois recentes
evidéncias mostram que elas também possuem algumas propriedades

terapéuticas. Tem sido demonstrado que as saponinas possuem propriedades
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hipocolesterolemiantes, imunoestimulatorias, antioxidantes, anticancerigenas,
dentre outras (RAO e KORATKAR, 1997).

As isoflavonas (ou isoflavondides) sdao compostos quimicos fendlicos,
pertencentes a classe dos fitoestrégenos, e se encontram amplamente
distribuidos no reino vegetal. As concentragbes desses compostos sé&o
relativamente maiores nas leguminosas, em particular na soja. As principais
isoflavonas encontradas na soja e nos produtos de soja sdo a daidzeina, a
genisteina e a gliciteina, termos que se referem a porgao aglicona das
isoflavonas. Na forma B-glucosidio, elas se tornam genistina, daidzina e
glicitina. Na forma acetilglucosidio, sdo conhecidas como 6-O-acetilgenistina, 6-
O-acetildaidzina e 6-O-acetilglicitina. Ja na forma malonilglucosidio, elas s&o
chamadas de 6-O-malonilgenistina, 6-O-malonildaidzina e 6-O-malonilglicitina
(LIU, 1997). Do total de isoflavonas, dois tergos sao de glicosidios conjugados
de genisteina, sendo o restante composto de conjugados de daidzeina e
pequenas quantidades de gliciteina. Ja nos produtos fermentados de soja,
predominam a genisteina e a daidzeina, em virtude da acdo de glicosidases
bacterianas. Sendo assim, a maior parte das farinhas de soja e dos
concentrados protéicos que sao utilizados na industria de alimentos contém
isoflavonas em concentragdes variadas (de 0,5 a 3,0 mg/g) (SETCHELL, 1998).

WANG e MURPHY (1994a) determinaram o conteudo de isoflavonas
em diversas variedades americanas e japonesas de soja e concluiram que este
depende de variagbes genéticas, do ano de produgdo e do local de
crescimento, sendo o efeito do ano de produg¢ao maior que o da localizagao. No
Quadro 1 esta o conteudo de isoflavonas de alguns produtos de soja.

Quadro 1 — Conteudo médio de isoflavonas de alguns produtos de soja

Grao de Soja, Farinha de Isolado Concentrado Tofu
Isoflavonas ; . » .
Brasil Soja Protéico Protéico
mg/100g
Daidzeina 20,16 71,19 33,59 43,04 14,29
Genisteina 67,47 96,83 59,62 55,59 16,38
Gliciteina nd 16,18 9,47 5,16 5,00
Total 87,63 177,89 97,43 102,07 33,17

Fonte: USDA, 1999; nd = ndo determinado.
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Nas ultimas décadas, tem havido um grande interesse nos
isoflavondides e, em particular, nos potenciais beneficios que uma dieta rica
nestes compostos pode conferir no controle de muitas doencgas crbnicas. O
maior interesse dos pesquisadores € na farmacologia e fisiologia das
isoflavonas, pois apresentam estrutura ndo-esteroidal, mas se comportam
como estrogenos na maioria dos sistemas biologicos, além de serem os mais
abundantes dentre os fitoestrogenos. Em adicdo a sua atividade anti-
estrogénica, esses compostos possuem amplas propriedades bioldgicas
(atividade antioxidante, inibigdo da atividade enzimatica, atividade antifungica e
outras), que podem exercer impacto em muitos processos bioquimicos e
fisiolégicos (SETCHELL, 1998).

Existem ainda, como constituintes da soja, enzimas que fazem parte do
metabolismo quimico do vegetal, como as peroxidases, as lipoxigenases e as
beta-glucosidases, que sdo as principais enzimas investigadas no processo de
branqueamento.

A peroxidase (hidrogénio peroxidase redutase, EC.1.11.1.7.) é utilizada
como indicador de branqueamento de muitos vegetais, por causa de sua
termoestabilidade (LEE et al., 1988). A inativacdo da peroxidase pelo
aquecimento tem se apresentado como um processo bifasico, provavelmente
em razdo da existéncia de isoenzimas com diferentes estabilidades térmicas
(HALPIN et al., 1989). Convencionalmente, alguns investigadores tém utilizado,
no processo de branqueamento de vegetais, a destruicdo da enzima
peroxidase como indicador ideal de tratamento térmico (LIU, 1997).

As lipoxigenases (linoleato oxigénio Oxido-redutase, EC.1.13.11.12)
sdo dioxigenases que catalisam a hidroperoxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados livres ou esterificados, que contenham grupos cis e cis-1,4
pentadieno, utilizando o oxigénio molecular e produzindo 9 ou 3-cis,
transperoéxidos, que geralmente se decompdem em acidos, aldeidos e cetonas
de cadeia carbdnica curta. Elas sdo de particular interesse porque tém sido
implicadas como a principal causa dos sabores e aromas indesejaveis,
associados aos produtos de soja (LIU, 1997). Os aldeidos e as cetonas
mencionados sao responsaveis pelo odor caracteristico existente em produtos
derivados de soja (LEONI et al., 1985).
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Dentre os compostos formados pela oxidagdo dos acidos graxos, os
aldeidos sdo os mais sensiveis a percepc¢ao sensorial em alimentos. Estes
compostos, além de produzirem sabores desagradaveis, podem interagir com
proteinas e peptideos, provocando o escurecimento dos produtos e
comprometendo seu valor nutricional (KAIBRENER et al., 1974; GARDNER,
1979; RACKIS et al.,, 1979). Nos gréos de soja, as lipoxigenases constituem
cerca de 1% do total de proteinas contidas no grdo. Geralmente, séo
encontradas pelo menos trés isozimas lipoxigenases (LOX;, LOX; e LOX3) na
maioria dos cultivares comerciais de soja.

As atividades das isozimas lipoxigenases podem ser medidas
espectrofotometricamente por absorcdo em comprimento de onda especifico,
ou medindo-se o consumo de O, com eletrodo de oxigénio (AXELROD et al.,
1981). Dentre as trés lipoxigenases, LOX1 é a que apresenta maior atividade in
vitro e maior estabilidade térmica (CHRISTOPHER et al., 1970, 1972); portanto,
€ de se esperar que variedades de soja com baixa atividade de LOX4 fornegcam
produtos derivados mais estaveis e, consequentemente, com melhores
propriedades sensoriais (BARROS et al., 1984).

As trés isozimas lipoxigenases tém pesos moleculares proximos de
100.000 daltons. Utilizando o acido linoléico como substrato, verifica-se que a
LOX; tem pH 6timo em torno de 9,5, a LOX; o tem em torno de 6,5 e a LOX3
tem uma faixa de pH bastante ampla, que vai de 4,5 a 9,0 (HILDEBRAND e
HYMOWITZ, 1981). Os pontos isoelétricos das trés isozimas também séo
diferentes entre si, sendo as formas LOX; e LOX3 a mais acida e a menos
acida, respectivamente (CHRISTOPHER et al.,, 1972; DIEL e STAN, 1978;
KITAMURA, 1984). Com relagédo a especificidade pelo substrato, LOX; € mais
reativa com acido linoléico, ao passo que LOX, e LOX3 sdo mais reativas com
metillinoleato ou trilinoleina (Bild et al., 1977, citados por HILDEBRAND e
KITO, 1984).

Por ser a agdo das lipoxigenases a causa mais importante dos off
flavors em produtos de soja, inumeras tentativas para melhorar o sabor e o
aroma desses produtos tém enfocado métodos de inativagdo ou inibigdo de tais
enzimas. A maioria dos métodos desenvolvidos comercialmente faz uso da
sensibilidade ao calor dessas enzimas. Contudo, a utilizacdo de calor suficiente

para inativar as lipoxigenases, frequentemente, conduz a insolubilizagdo das
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proteinas, a perda da sua funcionalidade e a introdugado de sabor cozido ou
torrado. Além do mais, a inativagao pelo calor so é totalmente efetiva se o gréo
estiver intacto (LIU, 1997).

Dessa forma, nos ultimos 15 anos, tentativas de melhoria da qualidade
sensorial dos produtos de soja por meio de manipulagdo genética tém sido
feitas. Uma das alternativas € o desenvolvimento de novas variedades com
baixo conteudo de acido linolénico. Entretanto, o efeito desta modificacdo no
controle do beany flavor parece nao ser significativo. Outra alternativa é o
desenvolvimento de variedades sem uma ou mais lipoxigenases. Esta
modificagdo tem se mostrado eficaz na redugao da atividade de lipoxigenases
nas sementes de soja e no controle do desenvolvimento do off flavor do
produto final (LIU, 1997).

2.3. Regulacao do metabolismo do colesterol

A regulagdo do metabolismo do colesterol € a combinagdo da
regulagcédo da sua sintese endogena e a regulacéo da sintese de acidos biliares,
que € o modo predominante de excregcdo de esterdides do corpo (ZUBAY,
1999).

2.3.1. Regulacao da biossintese de colesterol

O colesterol é sintetizado principalmente no figado, mas também nas
paredes intestinais, no cortex adrenal, na pele, nos testiculos e na aorta
(GARRETT e GRISHAM, 1999). O precursor da sintese de esterdides é a
acetil-coenzima A, uma molécula produzida durante o metabolismo de
proteinas, carboidratos e lipidios. Existem, no minimo, 21 passos na via
biossintética do colesterol (ZUBAY, 1999). No primeiro passo, o mevalonato €
formado e a série de reagdes envolvidas € catalisada por enzimas
microssomais, das quais a mais importante é a 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase (EC 1.1.1.34;HMGR), pois € a enzima limitante da sintese
do colesterol. A partir deste ponto, por meio de uma série de reacdes de

condensagao, o mevalonato é transformado em hidrocarboneto de cadeia
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longa (esqualeno), que é ciclizado e transformado em colesterol por meio de
uma sequéncia de varias reagdes (STIPANUK, 2000).

Em adultos de peso normal, a sintese diaria de colesterol varia de 800
a 1.200 mg, sendo normalmente um tergo desta sintese convertido em acidos
biliares no figado (ZUBAY, 1999).

Em muitas espécies animais a sintese de colesterol € inibida pelo
colesterol da dieta, por meio de mecanismo de retroalimentagdo negativa
(STIPANUK, 2000). GRUNDY e AHRENS (1969) mostraram que a inibicao da
absorcao de colesterol estimulou sua sintese hepatica em homens. Estudos
também evidenciam que, quando o colesterol da dieta € aumentado, sua
sintese em todo o organismo € reduzida em grande parte dos individuos
(GRUNDY, 1983). A elevada ingestdao de energia, em alguns casos associada
a obesidade, aumenta a atividade da HMGR, ocorrendo superproducado de
colesterol. Alguns componentes da fibra da dieta podem se ligar aos acidos
biliares, aumentando sua excre¢cao e estimulando a colesterogénese para
substituir o pool de acidos biliares (REISER et al., 1977). Por outro lado, a
degradagao das fibras soluveis pela flora intestinal produz acidos graxos de
cadeia curta no célon, que podem inibir a sintese hepatica de colesterol
(ANDERSON, 1987).

Contudo, a regulagdo primaria da biossintese de colesterol parece
estar centrada na reacdo controlada pela HMGR. Esta enzima é uma
glicoproteina encontrada no reticulo endoplasmatico (RE), tem peso molecular
de 97.092, consiste de 887 aminoacidos em uma unica cadeia polipeptidica e
tem dois dominios. O dominio aminoterminal tem peso molecular de 35.000,
com sete segmentos hidrofébicos que atravessam a membrana do RE. O
dominio carboxilterminal tem peso molecular de 62.000, contém o sitio
catalitico da enzima e esta voltado para o citosol (GARRETT e GRISHAM,
1999).

A atividade da HMGR é regulada por trés mecanismos diferentes. O
primeiro ponto de controle ocorre em nivel de expressdo de genes. A
quantidade de mRNA produzida é modulada pelo suprimento de colesterol.
Quando o colesterol esta em excesso, a quantidade de mRNA para HMGR é
reduzida, e entdo menos enzima é produzida. A deplecido de colesterol

aumenta a sintese de mRNA para a enzima. O segundo mecanismo regulatorio
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envolve a taxa de degradagdo da HMGR. Sabe-se que a meia-vida dessa
enzima esta entre 2 e 4 horas, cerca de dez vezes menor do que a da maioria
das proteinas do RE. Entdo, a HMGR é rapidamente degradada na célula. A
taxa de degradacao da redutase parece ser modulada também pelo suprimento
de colesterol, portanto, quando o colesterol esta abundante, a taxa de
degradagao da enzima é duas vezes mais rapida do que quando o suprimento
esta limitado. O terceiro mecanismo regulatério é a fosforilagdo/desfosforilagéo
da redutase, o que causa a inativagao e ativagao da enzima (ZUBAY, 1999). A
fosforilacdo da enzima por uma proteina quinase dependente de AMP ciclico
(cAMP), inativa a redutase, o que pode ser revertido por fosfatases, as quais
ativam a redutase (GARRETT e GRISHAM, 1999).

A biossintese de colesterol pode ser também controlada pelas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). As LDL sdo as maiores
transportadoras de colesterol do figado para os tecidos periféricos. Elas s&o
degradadas dentro dos lisossomos pela agdo de proteases e lipases acidas,
liberando o colesterol ou os derivados de colesterol, os quais se difundem
através da membrana lisossomal, inibem a atividade da HMGR e estimulam a
atividade da acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT), que catalisa a
formacao de ésteres de colesterol, que sido estocados dentro das células
(ZUBAY, 1999).

Os acidos biliares podem também ser o principal mediador da sintese
de colesterol hepatico e intestinal. Em humanos, a sintese de colesterol na
mucosa € inibida pela presenca de acidos biliares, e a absorgcéo de sais biliares
reduz o total de colesterol sintetizado pelo organismo (STIPANUK, 2000).
Segundo GARRETT e GRISHAM (1999), a sintese de colesterol hepatico pode
ser influenciada pelos acidos biliares, por meio de trés vias: i) o aumento de
acidos biliares no intestino suprime a sintese de colesterol e a sua deficiéncia,
por outro lado, tem efeito oposto, levando a uma sintese aumentada; ii) os
acidos biliares suprimem sua prépria sintese a partir do colesterol e podem,
portanto, aumentar a concentragcdo de colesterol hepatico; este mecanismo
pode reduzir a sintese por meio da inibicao por retroalimentagao pelo préprio
colesterol; e iii) os acidos biliares podem interferir diretamente em algumas vias
na biossintese de colesterol, mas estes mecanismos sdo questionados por

outros pesquisadores.
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2.3.2. Regulacao da biossintese de acidos biliares

Os acidos biliares séo sintetizados a partir do colesterol no figado e
secretados na bile. Os acidos biliares sdo encontrados principalmente como
sais biliares, sao derivados acidos, carboxilicos e polares do colesterol e sédo
também importantes na digestao de lipidios (GARRETT e GRISHAM, 1999).

A bile € composta de colesterol, fosfolipidios e acidos biliares. Estes
ultimos agem como detergentes no lumen intestinal, para facilitar a absorgao
do colesterol dietético e biliar, assim como de outros lipidios e vitaminas
lipossoluveis. Os acidos biliares sdo quase quantitativamente reabsorvidos do
intestino e retornam ao figado via circulagcdo venosa portal. A reabsorcao
intestinal dos acidos biliares ocorre passivamente ao longo do intestino e
ativamente no ileo. A reabsor¢cdo hepatica dos acidos biliares também ocorre
via transporte ativo. Apds retornarem ao figado, os acidos biliares podem ser
novamente metabolizados, conjugados e secretados na bile (circulagao éntero-
hepatica). Eles séo reabsorvidos via circulagdo éntero-hepatica seis vezes por
dia (duas vezes ap0s cada refeigao), aproximadamente. Os acidos biliares que
ndo s&o reabsorvidos s&o excretados nas fezes (BUHMAN, 1998). Sendo
assim, a conversdo de colesterol em acidos biliares €, quantitativamente, o
mais importante mecanismo de degradacédo e de excregao de colesterol do
corpo (ZUBAY, 1999). Outra via de degradacdo e excregdo do colesterol
hepatico é a sua secrec¢do na bile. O colesterol biliar, liberado no intestino junto
com o colesterol da dieta, & reabsorvido em torno de 30 a 60%. O restante
passa para o colon, é transformado pela flora bacteriana nos esterdides
neutros: coprostanol e coprostanona, e, em seguida, sdo excretados nas fezes
(LINSCHEER e VERGROESEN, 1998).

A primeira etapa para conversao do colesterol em acidos biliares
primarios, colico e quenodeoxicolico, € a formacédo da 7-a-hidroxicolesterol
(Figura 1), sob a influéncia da enzima limitante colesterol 7-o-hidroxilase
(EC 1.14.13.17; CYP7A) (GARRETT e GRISHAM, 1999). Os acidos biliares
primarios, apos serem conjugados com glicina e taurina, sdo secretados na bile
e passam através do trato biliar para o duodeno. Aproximadamente 98% dos
acidos biliares sao reabsorvidos, via circulagdo portal, retornando ao figado,
onde sdo secretados na bile para completar a circulagdo éntero-hepatica
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(CEH). O pool de acidos biliares é reciclado de seis a dez vezes/dia em
humanos (LINSCHEER e VERGROESEN, 1998). Diferentes espécies
produzem diferentes padrdes de acidos biliares primarios; entretanto, em
humanos, hamsters e ratos o principal acido biliar primario é o
quenodesoxicolico (GARRETT e GRISHAM, 1999).

Colesterol

Colesterol 7-alfa-
hidroxilase (CYP7A)

7-alfa-hidroxicolesterol

[ |
Acido célico ‘ Acido quenodesoxicolico }

Acido desoxicolico ‘ Acido litocolico ‘ Acido alfa-muricolico ‘ Acido ursodesoxicolico

|
|

Acido hiodesoxicélico ‘ Acido beta-muricélico |

Acido gama-muricélico ‘

Figura 1 — Sintese e metabolismo dos acidos biliares em ratos.

Pequenas quantidades de acidos biliares ndo sao absorvidas durante
cada ciclo da circulagdo éntero-hepatica. Estes passam para o intestino grosso,
e, sob acgdo das col6nias de microrganismos, os grupos glicina e taurina s&o
removidos do grupo 7-o-hidroxil, produzindo &cidos biliares secundarios,
desoxicolico e litocdlico, a partir de acidos colico e quenodeoxicodlico,
respectivamente. Estes podem ser absorvidos no colon e retornar ao figado via
veia porta. No figado, podem ser adicionalmente metabolizados e, ou,
reconjugados e secretados na bile como acidos biliares primarios. Cerca de
0,5 g de acidos biliares é excretado diariamente nas fezes (LINSCHEER e
VERGROESEN, 1998).
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Os acidos biliares, ao retornarem ao figado apos reabsorgao intestinal,
inibem a sintese hepatica de novos acidos biliares. Qualquer substancia capaz
de reduzir a reabsor¢cdo destes compostos promovera maior conversao de
colesterol em acidos biliares (SANTOS e SANTOS, 1989).

A regulacdo desse processo ocorre no passo biossintético inicial
catalisado pela CYP7A, que se localiza no reticulo endoplasmatico
(STIPANUK, 2000). A CYP7A é uma citocromo P450 monoxigenase hepatica
que introduz um grupo hidroxil no carbono 7 do colesterol, na posigao axial. A
subsequente conversdo de 7-hidroxicolesterol em acido cdlico, que é um dos
principais acidos biliares humanos, envolve uma série de reagdes (oxidagao,
reducao, isomerizagao e hidroxilagao) (ZUBAY, 1999).

A CYP7A apresenta variagao diurnal e sua atividade catalitica é
regulada por fatores dietéticos, hormonais e por algumas drogas. O suprimento
de colesterol aumenta a atividade da enzima em ratos (SHEFER et al., 1992;
HORTON et al., 1995), mas diminui em coelhos (XU et al., 1998), em hamsters
(HORTON et al., 1995) e em macacos africanos (RUDEL et al., 1994). As
razoes para tais diferencas entre espécies ainda nao estdo completamente
elucidadas. Existe ainda um possivel controle da atividade dessa enzima pelo
fluxo éntero-hepatico de acidos biliares (NGUYEN et al., 1996). Tem sido
demonstrado que sua atividade é aumentada quando os acidos biliares estéo
reduzidos na circulagao éntero-hepatica de ratos e inibida quando o excesso de
acidos biliares esta presente. Estudos mais recentes tém evidenciado que a
atividade da CYP7A pode ser regulada pds-transcricionalmente por
mecanismos que envolvem fatores citosdlicos, ligagbes dissulfidicas na

estrutura da enzima e fosforilagao/desfosforilagdo (NGUYEN et al., 1996).

2.4. Efeito hipocolesterolemiante da soja

Uma das principais causas de morte em muitos paises desenvolvidos
tém sido as doencas do coragdo e dos vasos sanguineos, coletivamente
conhecidas como doencgas cardiovasculares (DCV). Nos Estados Unidos, as
taxas de morte por doencgas cardiovasculares em homens com idade entre 35 e

50 anos sao trés vezes maiores que em mulheres da mesma idade, e nos anos
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mais tardios (entre 65 e 74) a incidéncia é similar para ambos o0s sexos
(WHITNEY e ROLFES, 1999).

A substituicdo da proteina animal por proteina vegetal parece estar
associada a reducdo do risco de doencgas cardiovasculares, e este efeito é
refletido principalmente pela reducédo das concentragcdes de colesterol sérico. O
efeito hipocolesterolemiante da proteina de soja, quando comparado ao da
proteina animal, tem sido observado por mais de 80 anos em animais
(ANDERSON et al., 1999a).

CHO et al. (1985) demonstraram ligeiro efeito aditivo da proteina e da
casca de soja na redugdo da concentragédo de colesterol sanglineo em porcos
que consumiam dietas adicionadas de colesterol.

POTTER et al. (1993a) verificaram que a adicao de 50 g de isolado
protéico de soja/dia, via produtos de padaria, em uma dieta pobre em lipidios e
colesterol reduziu os niveis de colesterol total e LDL-colesterol, juntamente com
os de apo B, em homens com hipercolesterolemia moderada. Porém, nao foi
observado efeito adicional em humanos que consumiam fibra de cotilédone de
soja com proteina de soja.

BAKHIT et al. (1994) realizaram estudo com 31 homens portadores de
hipercolesterolemia moderada, consumindo dieta com baixo teor de lipidios
(<30% de energia) e colesterol (<300 mg/dia), acrescida de biscoitos que
forneciam 25 g de proteina e 20 g de fibra/dia. Os biscoitos eram preparados
de isolado protéico de soja (ISP) com fibra de cotilédone da soja (FCS), de IPS
com celulose, de caseina com FCS e de caseina com celulose, oferecendo a
cada grupo o mesmo teor de proteina e fibra. Apds quatro semanas,
analisaram-se as fragdes de colesterol, triacilgliceridios, apo A-lI e apo B de
todos os grupos, tendo sido verificado que o tratamento dietético ndo
influenciou a lipidemia. Entretanto, em individuos com concentragdo de
colesterol acima de 220 mg/dL, a dieta com IPS reduziu o colesterol total,
comparado com os dois grupos com caseina. A redugao da LDL-colesterol ndo
foi estatisticamente significativa, enquanto a VLDL-colesterol foi
significativamente reduzida. A HDL-colesterol também foi reduzida
significativamente com a dieta de FCS, quando comparada com a de celulose.
O colesterol total, a LDL-colesterol e a apo A-l foram reduzidos com uso de

FCS com caseina, enquanto a apo B n&o foi afetada pelos tratamentos
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dietéticos. Esses resultados indicam que o consumo de 25 g de proteina de
soja/dia esta associado com a reduc¢do dos niveis de colesterol, quando sua
concentracgdo inicial é superior a 220 mg/dL, e parece que a proteina de soja
afeta o metabolismo de colesterol, possivelmente via sistema enddcrino,
enquanto a fibra de soja parece agir interrompendo a circulagdo éntero-
hepatica.

KUROWSKA e CARROL (1994) verificaram que a presencga de caseina
ou de aminoacidos da caseina na dieta produz elevacao na colesterolemia, em
coelhos. Os aminoacidos essenciais da caseina sao mais eficazes em elevar a
concentragado de colesterol total e LDL-colesterol do que os aminoacidos nao-
essenciais. Portanto, ao testar o grupo com aminoacidos essenciais, os autores
verificaram que a lisina e a metionina sdo mais hipercolesterolemiantes e que a
arginina age contra o efeito desses aminoacidos essenciais.

ANDERSON et al. (1995) realizaram uma metaanalise para avaliar os
efeitos da proteina de soja nas concentragdes de lipidios séricos. Verificaram
que dietas que continham proteina de soja, comparadas com dietas de
caseina, levaram a uma significativa redugdo na concentragdo sérica de
colesterol total, LDL-colesterol e trigliceridios. De 38 estudos revistos por esses
autores, em 34 ficou evidenciada a reducao nos niveis de colesterol total em
torno de 9,3% e em quatro verificou-se elevagao. Desses 38 estudos, em 31
foram analisados os niveis de LDL-colesterol, em 26 observou-se reducdo em
torno de 13%, em quatro deles houve aumento e em um estudo ndo houve
nenhuma mudanca. Os niveis de HDL-colesterol nesses estudos nao foram
afetados significativamente, entretanto observou-se aumento de 2,4% em 30
dos 38 estudos analisados. Os niveis de VLDL-colesterol ndo foram
estatisticamente afetados pela proteina de soja. Desses 38 estudos, em 30
foram analisados os niveis de trigliceridios e verificou-se que o consumo de
proteina de soja reduziu significativamente a concentracado destes em 10,5%,
com 22 mostrando reducdo e oito mostrando aumento na concentragao sérica.
Neste mesmo estudo, mudangas na concentragao de colesterol sérico e LDL-
colesterol foram analisadas de acordo com o quartil de concentragao inicial de
colesterol. Individuos com niveis normais de colesterol (abaixo de 200 mg/dL) e
hipercolesterolemia branda (de 200 a 255 mg/dL), recebendo dieta de proteina

de soja, tiveram reducdo ndo-significativa de 3,3 e 4,4%, respectivamente.
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Individuos com hipercolesterolemia moderada (de 259 a 333 mg/dL) e grave
(>335 mg/dL) tiveram reducao significativa de 7,4 e 19,6%, respectivamente.
Quanto em nivel de LDL-colesterol, as mudangas foram similares aos quartis
de colesterol sérico inicial, ou seja, no primeiro quartil houve reducgéo de 7,7%,
no segundo de 6,8%, no terceiro de 9,8% e no quarto de 24%. Os niveis de
HDL-colesterol foram similares em todos os quartis. Mudangas nos niveis de
trigliceridios foram significativas apenas na concentracgdo inicial, ndo havendo
alteracdes nos outros quartis.

CARROL e KUROWSKA (1995) observaram que a hipercolesterolemia
e a aterosclerose podem ser produzidas em coelhos alimentados com dieta
semipurificada, adicionada de colesterol, e que a hipercolesterolemia foi
produzida pela caseina usada na dieta semipurificada, podendo esta ser
prevenida ao substituir a caseina pelo isolado protéico de soja.

A quantidade de proteina ingerida tem efeito significativo na
concentracdo de colesterol sérico. BAKHIT et al. (1994) concluiram que
individuos com concentragdo elevada de colesterol sanglineo podem se
beneficiar com pequenas quantidades de proteina de soja na dieta. O consumo
de 20 g de fibra e 25 g de proteina seria suficiente para produzir tal efeito, o
que contrasta com os resultados de inumeros estudos, que indicam que
grandes quantidades sao necessarias. ANDERSON et al. (1995) concluiram
que o consumo diario de 31 a 47 g de proteina de soja pode reduzir
significativamente a concentracdo de colesterol total e LDL-colesterol. A
ingestdao de 25 ou 50 g de proteina de soja/dia reduziu a concentragdo de
colesterol sérico em 17 mg/dL. Pessoas com hipercolesterolemia grave ou
moderada podem ter grande redugcdo na concentragcdo de colesterol sérico,
quando a proteina de soja substituir a proteina animal na dieta.

Enquanto os efeitos cardioprotetores da proteina de soja sdao bem
aceitos, os componentes responsaveis por estes efeitos ainda sdo assunto de
pesquisas constantes. Durante os anos 70 e o inicio dos anos 80, a
composi¢cdo de aminoacidos da proteina de soja foi investigada pelo seu efeito
nos lipidios plasmaticos e no metabolismo de proteinas e pelo seu papel na
inibicdo da aterosclerose (ANDERSON et al., 1999b).

HUFF et al. (1977) alimentaram grupos de coelhos com dietas que

continham proteina de soja, caseina ou misturas de aminoacidos que
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duplicavam a composi¢cao aminoacidica de cada proteina. Para a caseina ou
sua mistura, as concentragées dos dois grupos foram essencialmente as
mesmas. Entretanto, para a proteina de soja, sua mistura aminoacidica nao foi
tdo hipocolesterolemiante quanto a proteina intacta, o que forneceu evidéncia
de que existem outros componentes na proteina intacta que promovem a
reducdo das concentragdes de colesterol ou interagem com a proteina, para
afetar o metabolismo, favoravelmente.

Mais recentemente, evidéncias tém mostrado que os componentes da
soja responsaveis por grande parte de seu efeito cardioprotetor sdo moléculas
extraidas com alcool, como as saponinas, os fitoesterdis e as isoflavonas
(SUGANO e KOBA, 1993; BALMIR et al., 1996; ANTHONY et al., 1997; KIRK,
et al., 1998; TOVAR-PALACIO et al., 1998). Contudo, POTTER et al. (1993b)
observaram que as saponinas nado apresentam nenhum efeito
hipocolesterolemiante na presenga da proteina de soja. Em adi¢cdo, a maioria
dos isolados protéicos de soja apresentam baixos teores de fitoesterdis, em
virtude do processamento para sua obtencdo (ANDERSON e WOLF, 1995). As
isoflavonas, que sdo amplamente removidas da proteina de soja quando esta &
lavada com alcool, tém sido bastante estudadas, pois alteram as
concentracdes de lipidios plasmaticos, tanto na presenga quanto na auséncia
da proteina (ANDERSON e GARNER, 1997).

Os mecanismos pelos quais a proteina de soja exerce efeito
hipocolesterolemiante ainda n&o foram elucidados e tém sido objeto de
pesquisa constante (Figura 2). Alguns trabalhos evidenciam que, quando a
proteina de soja € administrada, a absorgao de colesterol e, ou, a reabsorgao
de acidos biliares é alterada. Este fato € observado em algumas espécies,
como coelhos e ratos, mas ndo em humanos. A substituigdo da proteina intacta
por mistura de aminoacidos também apresenta os mesmos efeitos. Outros
estudos propdéem que as alteracbes enddcrinas, como alteracbes na taxa
insulina:glucagon e concentragbes de hormdnios tireoideanos, sao
responsaveis pelo efeito hipocolesterolemiante. As alteracbes metabdlicas que
tém sido observadas quando se administra proteina de soja em uma grande
variedade de modelos animais incluem aumento da sintese de colesterol
enddégeno, aumento da sintese de acidos biliares (ou excregao fecal destes),

aumento da atividade do receptor para apolipoproteina B ou E e diminuicdo da
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secrecao de lipoproteinas hepaticas e do conteudo de colesterol, os quais séo
associados com a reducdo nas concentragdes sanguineas do colesterol
(POTTER, 1995).

S?ja Colesterol
dietético

Colesterol

HMG CoA redutase

Sintese
de acidos sfla

Circulagédo
biliares | .+

éntero-hepatica

-Soja

Acidos biliares

Soja __ Soja
S 2 _-('.; *
® Excrecgao fecal de
Q.: esterodides

Figura 2 — Possiveis alteragbes causadas pela proteina de soja no metabolismo
do colesterol.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagao dos cultivares de soja

3.1.1. Linhagem UFV116

A linhagem UFV116 foi desenvolvida pelo Programa de Melhoramento
Genético do BIOAGRO - Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da
Universidade Federal de Vigosa, com o objetivo de obter uma nova variedade
com melhor sabor e odor. Os graos foram produzidos na regido de S&o
Gotardo — MG, no ano agricola 1997/98. Esta € uma linhagem quase isogénica,
nao possui as enzimas lipoxigenases (LOX) 2 e 3, e foi obtida por
retrocruzamento e selecdo entre a variedade Cristalina e os acessos sem
lipoxigenases 2 (Pl 86023) e 3 (Ichigowase). Como os genes que determinam a
auséncia das LOX 2 e 3 sado recessivos, foram obtidos, primeiramente,
materiais sem cada isoenzima, separadamente, e depois esses genes foram

piramidados em uma unica linhagem (UFV116).

3.1.2. Variedade OCEPAR-19

E uma variedade precoce utilizada na industria de alimentos brasileira,

contém todas as isoenzimas LOX (1, 2 e 3) e é cultivada nas regides do
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sudeste brasileiro. Os gréos foram produzidos na regido de S&o Gotardo - MG

no ano agricola 1997/98.
3.2. Producgao das farinhas

Os graos de ambos os cultivares foram fornecidos pela COPADAPI —
Cooperativa Agropecuaria do Alto Paranaiba, tendo amostras de 30 kg de cada
variedade sido utilizadas para produgao de farinha integral. As farinhas foram
produzidas na Fabrica de Conservas do Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG.

Apos os procedimentos de selegcdo e lavagem, os graos foram
aquecidos por 10 minutos, a uma temperatura de 80 oc, para a quebra e
remogao da casca e inativagdo dos inibidores de proteases. Em seguida, a
casca foi retirada por meio de peneiragem, em peneira de abanar e limpar
graos, e estes foram moidos em moinho de martelo, para obtencéo da farinha
(GOMES e COELHO, 1989). Ao final, as farinhas foram acondicionadas em
sacos plasticos, devidamente identificados e armazenados em refrigerador.

3.3. Composigao quimica

Foram determinados os teores de proteina, lipidios totais, aminoacidos,

acidos graxos e de isoflavonas.
3.3.1. Proteinas

As analises foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos
do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa,
Vigcosa - MG.

O teor de nitrogénio total foi determinado segundo o método semimicro
Kjeldahl, descrito pela AOAC (1984), com amostras em triplicata. Usou-se o
fator 6,25 no calculo da conversao do nitrogénio em proteina.
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3.3.2. Perfil de aminoacidos

O perfil de aminoacidos foi obtido no Centro de Quimica de
Proteinas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de
Sao Paulo - SP.

Para obter o perfil aminoacidico, inicialmente as farinhas de soja foram
desengorduradas e submetidas a hidrélise acida com acido cloridrico 6N, por
24 horas a 110 °C £ 1 °C, para quantificagdo dos aminoacidos: lisina, histidina,
arginina, acido aspartico, treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina,
alanina, cisteina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina e fenilalanina
(MOORE et al.,1958). Para quantificacdo de triptofano, realizou-se uma
hidrolise alcalina com hidroxido de litio 4N, segundo a técnica descrita por
LUCAS e SOTELO (1980). Posteriormente, as amostras hidrolisadas foram
fitradas, e aliquotas foram aplicadas nas colunas de troca catibnica do
analisador (coluna curta para aminoacidos basicos e triptofano, e longa para
aminoacidos acidos e neutros) e eluidas por diferengcas de pH e forga idnica
(coluna curta pH 5,28 e coluna longa pH 3,25 e, posteriormente, 4,25)
(SPACKMAN et al., 1958). O principio da detecgao dos aminoacidos foi por
derivatizag&o pds-coluna com ninidrina, formando um complexo colorido que foi
quantificado espectrofometricamente, segundo SPACKMAN et al. (1958) e
ALONZO e HIRS (1968).

3.3.3. Lipidios totais

Estas anadlises foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos
do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vicosa,
Vigosa - MG.

Os lipidios totais foram extraidos com éter de petroleo, em extrator de
Soxhlet, conforme procedimento descrito nas Normas Analiticas do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (1985).
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3.3.4. Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado no Laboratério de Analises
Fisico-Quimicas do BIOAGRO - Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG.

A composi¢cdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia
gasosa, seguindo a metodologia descrita por JHAM et al. (1982). Para tal, os
lipidios totais foram extraidos das amostras com éter de petroleo, hidrolisados
com KOH/MeOH 0,5M e esterificados com HCI/MeOH (4:1 v/v). Em seguida,
agua foi adicionada e a extragdo dos acidos foi feita com 2 x 3 mL de éter de
petréleo. A camada organica foi evaporada e redissolvida com cloroférmio.

Aliquotas de 0,5 uL foram utilizadas para a cromatografia gasosa.

3.3.5. Isoflavonas

O teor de isoflavonas totais e de suas fragdes foi determinado no
Departamento de Ciéncia de Alimentos e Nutricdo Humana da Universidade do
Estado de lowa, IA, E.U.A.

Foram quantificados os teores totais de genisteina, daidzeina, gliciteina
e de suas fragdes agliconas, glucosidios, malonil e acetil, por meio de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) (MURPHY et al.,, 1999). As
isoflavonas totais foram extraidas de 2 g de amostra com acetonitrila e acido
cloridrico 0,1N. Os extratos foram filtrados e os residuos, apds secagem, foram
dissolvidos em metanol 80% (especifico para HPLC). Uma aliquota foi filtrada,
em filtro PTFE de 0,45 um, e analisada por HPLC dentro de um periodo de
10 horas da extragdo, para minimizar a interconversdo de malonil-glucosidios
para glucosidios. Foram utilizados um detector WATERS 991, monitorado de
200 a 350 nm, e um integrador WATERS PDA, para quantificagcdo das

isoflavonas.
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3.4. Ensaio biolégico

O ensaio bioloégico foi realizado no Departamento de Alimentos e
Nutricdo da Universidade de Purdue, West Lafayette - IN, E.U.A.

3.4.1. Animais e dietas

Foram utilizados 36 ratos machos da raca Wistar (Harlan Sprague
Dawley, Indianapolis - IN), com pesos iniciais entre 90 e 124 g. Os animais
foram colocados em gaiolas individuais e adaptados a um ciclo claro-escuro de
12 horas e em ambiente de temperatura controlada (24 °C), com acesso ad
libittum as dietas e a agua deionizada. Todos os animais foram alimentados por
um periodo de sete dias, com dieta comercial para roedores (Rodent
Laboratory Chow, Ralstson Purina, St. Louis - MO), com o objetivo de se
adaptarem as condicdes ambientais e alimentares. Apds o periodo de
adaptacdo, os animais foram distribuidos, ao acaso, em gaiolas individuais,
com seis animais por grupo, e foram alimentados por 28 dias com dietas
experimentais, semipurificadas, baseadas na dieta AIN93M (REEVES et al.,
1993). A composicao centesimal das farinhas de soja utilizadas € apresentada
no Quadro 2. Estes resultados serviram de base para o célculo da composi¢ao
das dietas experimentais. As dietas continham 14% de proteina oriunda dos
dois cultivares, UFV116 (UFV) e OCEPAR-19 (OCP), e da caseina (CAS).
Cada dieta foi administrada com (+) e sem a adi¢cado de 0,25% de colesterol
dietético (CAS, CAS(+), UFV, UFV(+), OCP e OCP(+)), por um periodo de 28
dias. Nas dietas experimentais, a fonte protéica de soja foi acrescentada as
expensas de caseina, tendo os teores de fibra, lipidios e carboidratos sido
ajustados de acordo com a composi¢ao das farinhas (Quadro 3). O ganho de
peso e a ingestao alimentar foram monitorados durante o periodo experimental.
As fezes foram coletadas nas ultimas 72 horas do periodo experimental,
liofilizadas e congeladas. Ao final do experimento, os animais foram
sacrificados por decapitagao, sob anestesia com CO,. As amostras de sangue
e figado foram coletadas em gelo e estocadas a —20 °C, até o momento das

analises.
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Quadro 2 — Composigdo em proteina, lipidio, carboidrato, fibra alimentar (total,
soluvel e insoluvel), umidade e cinza das farinhas de soja

Farinh ja, Int I (g/1
Componente Analisado arinha de Soja, Integral (9/1009)

UFV116 OCEPAR-19
Proteina 39,37 37,83
Lipidio 20,83 22,57
Carboidrato total 22,98 25,06
Fibra alimentar insoltvel* 0,83 0,55
Fibra alimentar soluvel* 1,28 1,55
Fibra alimentar total* 2,11 2,10
Umidade* 8,09 8,13
Cinza* 6,62 4,30

*Dados nao-publicados.

Quadro 3 — Composicao das dietas experimentais

Dietas*

Ingredientes CAS UFV OoCP

g/kg de dieta
Caseina 140,0 0,0 0,0
Farinha de soja 0,0 350,0 370,0
Amido de milho 420,0 2911 2821
Dextrose 155,0 155,0 155,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0
Celulose 50,0 42,6 42,6
Oleo de soja 85,0 12,0 1,0
Mix mineral 35,0 35,0 35,0
Mix vitaminas 10,0 10,0 10,0
L-cistina 1,8 1,8 1.8
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2.5
Total 1.000 1.000 1.000

*CAS = dieta a base de caseina, UFV = dieta a base de UFV116 e OCP = dieta a base de
OCEPAR-19; cada dieta foi administrada com e sem a adi¢ao de 0,25% de colesterol.
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3.5. Analises de colesterol

As analises foram realizadas no Departamento de Alimentos e Nutricdo
da Universidade de Purdue, West Lafayette - IN, E.U.A., tendo as
concentragdes sanguineas e hepaticas de colesterol sido determinadas
mediante o uso do meétodo o-phtalaldeido de RUDEL e MORRIS (1973).

Para o colesterol sérico, amostras de soro foram saponificadas com
hidroxido de potassio 33% e etanol 95%, e o colesterol foi extraido com
hexano. Ap0s a evaporagdo do hexano, o reagente o-phtalaldeido foi
adicionado, formando um complexo colorido, e as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, acido sulfurico concentrado, e a
quantificacao foi realizada espectrofometricamente, a 550 nm.

Para o colesterol hepatico, amostras de 1 g de figado foram trituradas e
os lipidios foram extraidos com cloroférmio:metanol 2:1. Apds filtragem, seguiu-
se o0 mesmo procedimento utilizado para o colesterol sérico.

Em ambas as analises, utilizou-se uma curva-padrao para obter as

concentragdes nas amostras.

3.6. Isolamento e quantificagdo de mRNA para 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase e colesterol 7 a-hidroxilase

Estas analises foram realizadas no Departamento de Ciéncia Animal da
Universidade de Purdue, West Lafayette - IN, E.U.A.

Amostras de aproximadamente 1 g de figado foram trituradas e
suspensas em solugao de tiocianato de guanidina 4M, citrato de soédio 25 mM
(pH 7,4), sarcosyl 0,5% e p-mercaptoetanol 0,1 M e, em seguida,
homogeneizadas e congeladas em nitrogénio liquido. Apds a extragdo do RNA
total das amostras (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987), realizou-se a analise de
Northern blot (SAMBROOK et al., 1989; TSANG et al.,1993). O RNA total
(aproximadamente 20 ug/banda) foi separado por eletroforese em gel de
agarose-formaldeido 1%, tendo a integridade das bandas sido verificada
mediante o uso de brometo de etidio. O gel foi lavado com solugdo de acetato
de amonio e transferido para uma membrana de nailon (Genescreen - DuPont,

NEN Boston, MA), por acédo capilar. Apds esta etapa, as membranas foram
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entdo expostas a radiacdo ultravioleta, para fixagdo das bandas, e colocadas
em estufa a 80 °C, para remover formaldeido. A hibridizagdo com cDNA para
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGR) marcado com *?P (sonda
de DNA) foi conduzida, e as bandas foram auto-radiografadas em filme Kodak
X-Omat AR (Rochester - NY), a — 80 °C. As membranas foram, entao, lavadas
em solugdo de cloreto de sodio e citrato de sdédio a 0,1x (SSC 0,1x) e sulfato
duodecil de sédio a 1% (SDS 1%), a 100 °C, por 1 hora, e rehibridizadas com
cDNA para colesterol 7-o-hidroxilase (CYP7A). Apdés nova lavagem, as
variagbes durante a transferéncia ou separagdo no gel foram determinadas,
rehibridizando-se as membranas com cDNA de rRNA de rato (18S). As sondas
de DNA utilizadas foram gentilmente doadas pelo professor Shawn S. Donkin,
do Departamento de Ciéncia Animal da Universidade de Purdue, West
Lafayette - IN, E.U.A. Os niveis de mRNA foram quantificados, escaneando-se
os auto-radiogramas com scaner Microtek ScanMaker E3 (Redondo Beach,
CA), o qual foi usado em conjunto com os softwares Adobe Photoshop 4.0
(Adobe System, San Jose, CA) e Sigma Gel (Sigma), tendo eles sido
expressos como unidades relativas de mRNA para HMGR ou CYP7A por
unidade de rRNA 18S.

3.7. Analises de esterodides fecais

Estas analises foram realizadas no Departamento de Alimentos e
Nutrigdo da Universidade de Purdue, West Lafayette - IN, E.U.A.

Os esterodides fecais foram quantificados pelo método de CHEZEM e
STORY (1997). Os esterdides foram extraidos de amostras de 0,5 g de fezes
liofilizadas com acido 5B-colanico e 5a-colestane, como padrdes internos para
esterdides acidos e esterdides neutros, respectivamente. Apods a
desconjugacdo dos 4acidos biliares, utilizando colilglicina hidrolase, os
esterdides neutros foram extraidos com éter de petréleo e os acidos biliares
com dietiléter e etilacetato. A quantificagcao dos trimetilsililéters foi realizada por
cromatografia gasosa (Hewlett Packard, Cincinatti, OH), utilizando coluna
capilar de 30 m DB 1701 (J&W Scientific, Folsom - CA), para os esterdides
neutros, e coluna capilar de 30 m DB5 (J&W Scientific, Folsom - CA), para os
acidos biliares.
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3.8. Analises estatisticas

Amostras de cada farinha foram analisadas quanto aos seus teores de
proteina, lipidio, aminoacidos, acidos graxos e isoflavonas, em trés repeticdes,
e as meédias dos resultados para cada componente quantificado foram
comparadas, entre os dois cultivares, por meio de teste t para amostras
independentes.

O ensaio bioldgico foi realizado segundo um delineamento inteiramente
casualizado, com seis tratamentos (dietas) e seis repeticbes (animais) por
grupo de tratamento, consistindo em um arranjo fatorial 3 x 2. Este arranjo
correspondeu a trés tipos de proteina (caseina, proteina do cultivar UFV116 e
proteina do cultivar OCEPAR-19) e dois niveis de adigao de colesterol dietético
(0 e 0,25%). Os dados foram analisados por meio de ANOVA (p < 0,05), e os
resultados foram comparados por andlise de contrastes (p < 0,05 e p < 0,10).
Comparou-se o cultivar UFV116 com o OCEPAR-19, com e sem a adi¢ao de
colesterol (UFV(+) x OCP+) e UFV x OCP), para verificar se o novo cultivar teria
melhor efeito nos mecanismos de controle do metabolismo do colesterol, em
relagdo a um cultivar comercial, e se a adigdao de colesterol teria alguma
influéncia, isoladamente. Comparou-se também o efeito da adigdo de colesterol
nos cultivares de soja ([UFV+OCP] x [UFV(+) + OCP(+)]), para verificar se a
adicdo de colesterol exerceria algum impacto nos efeitos das proteinas
vegetais. Comparou-se a caseina com os cultivares de soja, com e sem a
adicdo de colesterol dietético, para verificar os efeitos das proteinas
vegetais, conjuntamente, em relacdo a uma proteina animal
[CAS x (UFV+OCP) e CAS(+) x (UFV(+) + OCP+))].

Todas as analises foram realizadas com o uso do programa Statistica
(STATSOFT, 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicao quimica

As farinhas de soja utilizadas foram preliminarmente avaliadas quanto
aos seus teores de proteinas e aminoacidos, lipidios totais, acidos graxos e
isoflavonas, por serem componentes da soja relacionados as alteragbes
observadas no metabolismo do colesterol. Portanto, diferencas nesses
componentes poderiam interferir nos efeitos dos cultivares nos mecanismos de

regulagcédo deste metabolismo.

4.1.1. Proteinas e aminoacidos

O cultivar UFV116 apresentou teor de proteina de 39,37 g/100 g de
farinha e o OCEPAR-19, 37,83 g/100 g de farinha. Entretanto, estes valores
nao diferiram estatisticamente entre si (Quadro 4). Segundo LIU (1997), a soja
€ a maior fonte de proteina vegetal para a nutricdo humana e animal em muitos
paises, devendo-se ressaltar que seu teor varia entre 37 e 44%, em base seca,
na maioria dos cultivares. Esta proteina possui alta qualidade nutricional,
fornecendo calorias, aminoacidos essenciais e nitrogénio. Sendo assim, ambos
os cultivares apresentaram teores condizentes com a literatura, constituindo

boas fontes protéicas.
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Quadro 4 — Média e desvio-padrao para teor de proteina das farinhas de soja

Componente UFV116 OCEPAR-19 p*
Quantificado g/100 g
Proteina 39,37 £ 0,34 37,83+0,78 0,1265

p* = probabilidade pelo teste f; valores em negrito sdo considerados significativos.

As proteinas dos dois cultivares estudados contém todos os
aminoacidos essenciais requeridos para a nutricdo humana e animal. Contudo,
apesar de nao ter havido diferenga significativa entre os cultivares quanto ao
teor de proteina total, a linhagem UFV116 apresentou maior teor de
aminoacidos essenciais, ndo-essenciais e totais que a variedade OCEPAR-19.
Entretanto, as perdas de aminoacidos durante a sua determinagao, por causa
da hidrélise, podem ter influenciado sua quantificagdo. Houve diferenca
significativa entre os cultivares, para os aminoacidos: fenilalanina, treonina,
tirosina, acidos aspartico e glutamico e glicina, tendo os teores sido maiores
para UFV116. Os dois cultivares mostraram teores semelhantes para os
demais aminoacidos quantificados (Quadro 5).

Os resultados encontrados para UFV116 e OCEPAR-19, neste estudo,
estdo proximos aos descritos por USDA (1998) (Quadro 6). ZARCADAS et al.
(1994) também encontraram um perfil aminoacidico similar entre um cultivar
normal e um novo cultivar rico em proteinas, ocorrendo diferengca apenas no
conteudo de valina e 4-hidroxiprolina. O aminoacido mais abundante para
ambos os cultivares estudados foi o acido glutamico, e os mais limitantes, em
ordem decrescente, foram cisteina, triptofano e metionina. Com base em dados
gerais, ZARCADAS et al. (1993) também citam que o acido glutdmico é o mais
abundante; os aminoacidos acidos (Glu e Asp) constituem aproximadamente
um quarto do total de aminoacidos presentes, comparado com os aminoacidos
basicos (Lys, Arg e Hys), que constituem um quinto. Proporgbes semelhantes
também foram observadas nos dois cultivares avaliados, podendo as
diferengas observadas ter ocorrido em razdo de diversos fatores, incluindo tipo
de processamento, variedade, estacdo de crescimento e fatores genéticos
(Quadro 6).
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Quadro 5 — Média e desvio-padrao para teores de aminoacidos das farinhas de

soja desengorduradas

. UFV116 OCEPAR-19 p
Aminoacidos ] )
---------- g aminoacido/100 g amostra--------
Essenciais
Cistina 0,72+ 0,03 0,62 +£ 0,06 0,192
Histidina 1,34 £ 0,10 1,34 £ 0,07 0,987
Isoleucina 2,66 + 0,08 2,32+0,19 0,147
Leucina 4,26+ 0,23 4,03+0,13 0,348
Lisina 3,25+0,18 2,94 +£0,18 0,231
Metionina 0,99 + 0,02 0,93 £ 0,06 0,300
Fenilalanina 3,10+ 0,11 2,66 +0,12 0,062
Treonina 2,20 + 0,07 1,99 + 0,07 0,088
Triptofano 0,73 £ 0,00 0,86 + 0,07 0,118
Tirosina 1,99 + 0,08 1,76 £ 0,05 0,078
Valina 2,55+ 0,21 2,32 +0,15 0,338
Total de essenciais 23,79+ 0,10 21,77 £ 0,40 0,020
N&o-essenciais
Alanina 2,36 £ 0,15 2,21 £0,01 0,276
Arginina 4,35+ 0,31 3,78 £0,10 0,133
Acido aspartico 6,24+ 0,18 5,62 + 0,05 0,046
Acido glutamico 10,51 £ 0,27 9,28 + 0,08 0,025
Glicina 2,24 + 0,10 2,03 £0,01 0,096
Prolina 2,64 + 0,01 2,51+£0,14 0,331
Serina 2,51 +0,09 2,44 + 0,03 0,405
Total de ndo-essenciais 30,85+ 1,10 27,87 + 0,32 0,067
Total de aminoéacidos 54,64 + 1,20 49,64 £ 0,73 0,037

p* = probabilidade pelo teste f; valores em negrito sdo considerados significativos.
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Quadro 6 — Composigao aminoacidica em farinhas de soja

Aminoacidos

Farinha de Soja, Desengordurada

UFV116 OCEPAR-19 USDA, 1998
g aminoacido/100g amostra
Essenciais
Cistina 0,72 0,62 0,76
Histidina 1,34 1,34 1,27
Isoleucina 2,66 2,32 2,28
Leucina 4,26 4,03 3,83
Lisina 3,25 2,94 3,13
Metionina 0,99 0,93 0,63
Fenilalanina 3,10 2,66 2,45
Treonina 2,20 1,99 2,04
Triptofano 0,73 0,86 0,68
Tirosina 1,99 1,76 1,78
Valina 2,55 2,32 2,35
Total de essenciais 23,79 21,77 21,20
Nao-essenciais

Alanina 2,36 2,21 2,21
Arginina 4,35 3,78 3,65
Acido aspartico 6,24 5,62 5,91
Acido glutamico 10,51 9,28 9,10
Glicina 2,24 2,03 2,17
Prolina 2,64 2,51 2,75
Serina 2,51 2,44 2,72
Total de ndo-essenciais 30,85 27,87 28,51
Total de aminoacidos 54,64 49,64 49,71
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4.1.2. Lipidios totais e acidos graxos

A linhagem UFV116 apresentou um teor de lipidios estatisticamente
menor que a variedade OCEPAR-19 (Quadro 7).

Quadro 7 — Média e desvio-padrao para teor de lipidios totais das farinhas de

soja
Componente UFV116 OCEPAR-19 p*
avaliado g/100g
Lipidio 20,83 £ 0,48 22,57 £0,19 0,0042

p* = probabilidade pelo teste f, valores em negrito sdo considerados significativos.

Segundo  SHANMUGASUNDARAM et al. (1990), a maioria das
variedades de soja, imaturas e verdes, contém teores de 15,58 a 21,80 g/100 g
de lipidios em base seca. YAZDI-SAMADI et al. (1977) descreveram que o teor
de lipidio aumenta com o desenvolvimento da soja, apresentando, nos
primeiros 25 dias apés a floragdo, em torno de 5% e aos 40 dias, 20%,
permanecendo constante até a maturacdo. O alto teor de lipidios encontrado
na maioria dos cultivares ndo constitui uma desvantagem, visto que uma das
principais formas de utilizacdo da soja é para a extracdo de Oleos. Sendo
assim, os dois cultivares estudados apresentaram teor de lipidios satisfatorio,
condizente com a literatura, podendo ser amplamente utilizados na industria de
alimentos, para produgéo de Oleos e gorduras comestiveis.

As propriedades funcionais, a estabilidade oxidativa, assim como o
valor nutricional dos 6éleos em geral e de soja em particular, sdo determinados
pela composi¢cdo em acidos graxos e configuragdao geométrica (LIU, 1997). Os
cultivares UFV-116 e OCEPAR-19 apresentaram um teor de acidos graxos
saturados totais de 15,19 e 15,24% e de insaturados totais de 84,81 e 84,75%,
respectivamente. Desta maneira, mostraram uma relagdo de acidos graxos
poliinsaturados/saturados semelhante, ou seja aproximadamente 4,2.

O teor dos acidos palmitico e linoléico foi maior para UFV116 e dos
acidos estearico, linolénico e oléico foi maior para OCEPAR-19 (Quadro 8).
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MORAIS E SILVA (1996) descreveram resultados semelhantes para o cultivar
Vigoja (11,25 mg/g de acido palmitico, 4,37 mg/g de acido estearico,
21,86 mg/g de acido oléico, 55,63 mg/g de acido linoléico e 6,27 mg/g de acido
linolénico).

De acordo com LIU (1997), a soja é rica em acidos graxos
poliinsaturados, sendo aproximadamente 58% de seu conteudo formado de
acido linoléico (6mega-6) e apenas 8% de acido linolénico (6mega-3). Os
cultivares UFV116 e OCEPAR-19 apresentaram percentuais desses acidos

proximos aos descritos por esse autor (Quadro 8).

Quadro 8 — Média e desvio-padrédo para composicdo em acidos graxos dos
cultivares de soja

UFV116 OCEPAR-19

Acido Graxo p*
mg/g
Palmitico (16:0) 11,426 + 0,035 10,630 = 0,056 0,0000
Estearico (18:0) 3,762 + 0,052 4,612 £ 0,0528 0,0000
Oléico (18:1) 21,683 £0,142 21,863 +£ 0,085 0,0722
Linoléico (18:2) 55,376 + 0,094 54,860 + 0,101 0,0003
Linolénico (18:3) 7,752+ 0,125 8,035 £ 0,082 0,0091

p* = probabilidade pelo teste f; valores em negrito sdo considerados significativos.

O acido linoléico é membro primario da familia dos acidos émega-6
(We). A partir dele, o corpo humano pode sintetizar outros acidos 6mega-6,
como o acido araquiddnico. Ja o acido linolénico € o precursor dos acidos
graxos da familia dos 6mega-3 (W3), como os acidos eicosapenaendico (EPA)
e docosahexaenoico (DHA). Os acidos graxos linoléico e linolénico s&o
considerados essenciais porque os mamiferos, incluindo o homem, ndo podem
sintetiza-los. Os cultivares estudados apresentaram uma relagdo Wg/W3 de
7,1:1 para UFV116 e 6,83:1 para OCEPAR-19. LIU (1997) relatou que em 6leo
de soja esta relagdo encontra-se em torno de 7 a 8:1. Segundo a FAO/WHO
(1998), a ingestdo diaria de W3 deve representar de 0,4 a 2,0% do total de

energia da dieta e a de Ws, de 4,0 a 10%, e a razdo We/W3 deve estar na faixa
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de 5:1 a 10:1, utilizando 7% da energia do acido linoléico. Sendo assim, ambos
os cultivares sao boas fontes de acidos graxos insaturados e de acidos graxos

W5 e apresentaram uma boa relagcao Wg/W3,

4.1.3. Isoflavonas

Os cultivares estudados apresentaram diferengas estatisticas com
relagdo ao conteudo de isoflavonas. A linhagem UFV116 apresentou teor
significativamente maior de glucosidios e malonil (daidzina e genistina), acetil
(genistina) e agliconas (daidzeina, ginesteina, gliciteina), perfazendo um total
de 1.499 ug/g, quando comparado com a variedade OCEPAR -19, que
apresentou um total de 917,5 ug/g. Considerando o total disponivel na amostra
(normalizado), verificou-se que UFV116 apresentou conteudo total maior, para
daidzeina e genisteina, e que nao houve diferenca entre os dois cultivares com
relagao a gliciteina (Quadro 9).

E importante considerar que o conteudo total de isoflavonas
apresentado no Quadro 9 ndo € a soma simples da massa dos 12 isbmeros.
Concentragdes normalizadas de cada isoflavona (daidzeina, genisteina e
gliciteina) foram relatadas por WANG e MURPHY (1994b) e MURPHY et al.
(1999). Estes valores normalizados foram calculados ao multiplicar a massa de
cada isbmero (glucosidio, malonilglucosidio e acetilglucosidio) pelo quociente
entre seu peso molecular na forma aglicona e seu peso molecular na forma
individual, antes de efetuar a soma. Por exemplo, a quantidade de genistina foi
multiplicada pela razdo 270/432, para dar a quantidade de genisteina livre,
representada pela genistina. Os isbmeros serdo hidrolisados nas formas livres
(agliconas) no intestino, antes da absorgédo. Entdo, os resultados normalizados

estimam a dose efetiva de isoflavonas no alimento (SONG et al., 1998).
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Quadro 9 — Média e desvio-padrao para conteudo de isoflavonas dos cultivares

de soja
. UFV116 OCEPAR-19 p*
Isbmeros
ug/g
Daidzina 237,50 13,43 745+0,71  0,0033
Glucosidios Genistina  382,00+8,49  32550+19,09  0,0621
Glicitina 59,00 + 7,07 70,00 4,24  0,1999
Daidzina 211,00 + 1,41 59,50 + 0,71 0,0001
Malonil- Genistina  263,00£566  21350+9,19  0,0230
Glicitina 27,50 +£ 4,95 33,00 £2,83 0,3057
Daidzina 32,00 % 16,97 0,00+0,00 0,1165
Acetil- Genistina 40,50 + 2,12 28,50+0,71  0,0169
Glicitina 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 -
Daidzeina 112,00 + 1,41 26,50+ 0,71  0,0002
Agliconas Genisteina 124,00 +2,83 86,50+7,78  0,0235
Gliciteina 10,50 + 0,71 0,00+0,00  0,0023
Daidzeina 381,00+ 18,38 102,00 £0,00  0,0022
Total Genisteina 522,50 £0,71  418,00+2546  0,0284
Gliciteina 63,00 + 8,49 57,00+2,83  0,4429

Total normalizado  |gofay0nas 966,50 +27,58 577,00 +28,28  0,0051

p* = probabilidade pelo teste f; valores em negrito sdo considerados significativos.

WANG e MURPHY (1994a) verificaram que na variedade de soja
Pioneer 9111 os isbmeros 6-O-malonilgenistina somaram 42% do total, seguido
pela genistina, 21%, e por 6-O-malonildaidzina, 16%. Em contraste,
observaram que o teor das agliconas foi apenas de 2% e que para farinha de
soja o perfil de isoflavonas foi semelhante. Nos cultivares estudados, as formas
conjugadas dos isbmeros também foram predominantes (83% para UFV116 e
86,6% para OCEPAR-19), quando comparadas com os isOmeros
nao-conjugados (17% para UFV116 e 13,4% para OCEPAR-19).

Segundo SONG et al. (1998), o conteudo de isoflavonas da soja pode
variar de acordo com o ano de producao e a variedade, por um fator de trés a
cinco vezes. A linhagem UFV116 apresentou um conteudo total de isoflavonas,
normalizado, aproximadamente 1,7 vez maior que o da variedade

OCEPAR-19. Essa diferenca pode ser atribuida as caracteristicas especificas
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de cada cultivar, ja que ambos foram provenientes do mesmo ano agricola e da
mesma regiao de cultivo.

As diferencas encontradas no teor de isoflavonas desses cultivares
podem interferir nos seus efeitos fisioldégicos, uma vez que estes compostos
tém sido relacionados a diversas doengas crbnicas, exercendo efeitos
benéficos na redugao do colesterol sanguineo, na prevencéo a certos tipos de
cancer, na reducado dos sintomas da menopausa, no controle dos niveis de
glicose sanguinea, entre outras. Desta maneira, a linhagem UFV116
apresentou melhor potencial terapéutico, pois, considerando que os valores
totais foram normalizados, apresentou maior teor disponivel de daidzeina e
genisteina, que sdo as principais isoflavonas com efeitos terapéuticos,

relacionados aos processos bioquimicos das doencgas cronicas citadas.

4.2. Ensaio biolégico

4.2.1. Composigao das dietas experimentais

Adicionou-se colesterol as dietas experimentais, pelo fato de inumeros
estudos demonstrarem que a maioria das espécies € sensivel a diferentes
proteinas dietéticas e que estes efeitos sao particularmente notaveis quando os
animais sao expostos a dietas hipercolesterolémicas (SIRTORI, et al., 1993).
Entdo, cada dieta foi administrada com e sem a adi¢cdo de colesterol dietético
para se obter um controle negativo de cada uma delas, ou seja, para verificar
se a adicao de colesterol dietético as dietas influenciaria os efeitos das
proteinas testadas. Nas dietas de soja, os teores de fibra, lipidios e
carboidratos foram ajustados de acordo com a composigao das farinhas, com o
objetivo de obter uma composicdo basal o mais proxima da dieta AIN93M
(REEVES et al., 1993). Entretanto, o teor de lipidios foi ajustado para 85 g/kg
de dieta, devido a composicao lipidica das farinhas. A quantidade de farinha
utilizada para suprir a necessidade protéica dos animais forneceu 73 e 84 g/kg
de dieta de lipidios para UFV116 e OCEPAR-19, respectivamente. Entdo, os
teores lipidicos de todas as dietas foram ajustados para que fornecessem um

aporte semelhante. Sendo assim, todas as dietas experimentais foram
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hiperlipidicas, ja que apresentaram um teor de lipidios aproximadamente duas
vezes maior que o recomendado para a dieta AIN93M (40 g/kg).

4.2.2. Ingestao alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia
alimentar

Os animais alimentados com CAS ganharam mais peso, seguidos
pelos animais alimentados com UFV e, por ultimo, por aqueles alimentados
com OCP (com e sem a adicdo de colesterol dietético). Entretanto, as
diferencas foram significativas somente quando as dietas a base de proteina
animal (CAS) foram comparadas com aquelas a base de proteina de soja (UFV
e OCP). Nao houve diferenca significativa entre as proteinas de soja, e a
adicdo de colesterol dietético ndo influenciou o ganho de peso (Quadros 10 e
11).

Os grupos da CAS e CAS(+) apresentaram um consumo alimentar
maior que o das dietas de soja, com e sem a adigao de colesterol dietético, o
que reforga o maior ganho de peso nestes grupos. Quando o consumo entre as
dietas de soja foi comparado, verificou-se que houve maior consumo nos
grupos alimentados com UFV, com e sem a adigado de colesterol, o que néo
influenciou o ganho de peso nestes grupos, mas influenciou o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA), uma vez que este foi maior para UFV. Este indice,
entretanto, foi maior nas dietas de CAS, comparado ao das dietas de soja,
quando o colesterol foi adicionado (Quadros 10 e 11). A menor ingestdo nas
dietas de soja, em relagdo a caseina, pode ter contribuido para o menor CEA
desses animais, ao final do experimento. Entretanto, YADAV e LIENER (1977)
relataram que parece ndo haver nenhuma relacido entre a resposta de
crescimento a dieta e sua habilidade de influenciar os niveis corporais de
colesterol. Entdo, o menor CEA para as dietas de soja, neste estudo, n&o foi
considerado um fator responsavel por qualquer efeito no colesterol sanglineo

desses animais.
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Quadro 10 — Valores médios e contrastes para ingestao alimentar (IA), ganho
de peso (GP) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de ratos
alimentados com dietas experimentais

Dietas IA (g/dia) GP (g9) CEA (%)
CAS 23,89 216,67 29,98
CAS(+) 23,94 225,83 37,51
UFV 22,67 128,33 29,22
UFV(+) 22,05 131,00 32,05
OoCP 19,27 91,67 20,20
OCP(+) 19,42 93,67 23,11
Contrastes
UFV x OCP * NS *
UFV(+) x OCP(+) * NS *
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS NS
CAS x [UFV+OCP] * * NS
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] * * *

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = n&o-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

Quadro 11 — Grau de liberdade (GL) e quadrado médio dos contrastes para
ingestdo alimentar (lA), ganho de peso (GP) e coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) de ratos alimentados com dietas
experimentais

Fontes de Variagao

IA (g/dia) GP (9) CEA(%)

Dietas 2 64,73* 3.281,99* 473,06*

Col 1 0,18 8,69 175,96*
Dietas*Col 2 0,52 980,60* 21,71

Contrastes

UFV x OCP 1 34,69* 1.658,85 244,09*

UFV(+) x OCP(+) 1 20,81* 277,19 239,74*
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] 1 0,33 61,49 49,38
CAS x [UFV+OCP] 1 34,01 1.888,57* 111,19

CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] 1 41,00* 4.700,56* 394,50
Residuo 30 4,05 130,35 52,79

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.
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4.3. Colesterol sérico e hepatico e peso dos figados

Observou-se que a adicao de 0,25% de colesterol a dieta CAS
promoveu um aumento nos niveis sanguineos de colesterol de 9,64% (Quadro
12). Os niveis séricos de colesterol geralmente ndo aumentam em ratos,
apesar do acumulo de ésteres de colesterol no figado. Os ratos sao resistentes
em desenvolver hipercolesterolemia e aterosclerose, possivelmente em virtude
de sua capacidade de converter excesso de colesterol dietético em acidos
biliares, sem aumentar as concentragdes plasmaticas. De acordo com WILSON
(1964), esses animais também tendem a acumular lipidios no figado, quando
recebem dietas adicionadas de colesterol e, ou, acido célico.

Entretanto, o teor de lipidios das dietas utilizadas neste estudo foi
ajustado para 85 g/kg de dieta, por causa da composicéo lipidica das farinhas.
Sendo assim, as dietas apresentaram teor de lipidios aproximadamente duas
vezes maior que o recomendado para a dieta AIN93M, o que também pode ter
influenciado os niveis séricos de colesterol. SIRTORI et al. (1993) relataram
que uma dieta hiperlipidica, adicionada de colesterol, resulta em
hipercolesterolemia moderada em diversas espécies, inclusive no rato.
VAN DER MEER e BEYNEN (1987) relataram que a diferenga entre as
concentracdes plasmaticas de colesterol entre varias espécies de animais
alimentados com caseina ou proteina de soja € geralmente aumentada na
presenca de colesterol dietético.

Ao comparar o efeito da adigao de colesterol dietético nas dietas de
soja conjuntamente (UFV + OCP), observou-se que nao houve diferenca
significativa com relagdo as concentracdes de colesterol sérico. Entretanto, ao
comparar as dietas UFV e OCP, independentemente, verificou-se que houve
maior redugao para a UFV. Por outro lado, a adicdo de colesterol as duas
proteinas nao apresentou efeito significativo, o0 que evidencia que a variedade
UFV foi mais eficaz na reducéo do colesterol sérico somente quando este nao
foi adicionado a dieta. Os grupos de animais alimentados com caseina
apresentaram concentragcdes de colesterol estatisticamente maiores que os
grupos alimentados com as proteinas de soja, devendo-se ressaltar que a
adicdo de colesterol as dietas ndo alterou esta diferenga, o que confirma o
efeito hipocolesterolemiante da proteina de soja (Quadros 12 e 13).
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Com relacédo ao colesterol hepatico, observou-se maior concentragao
nos animais alimentados com CAS e CAS(+), tendo CAS(+) apresentado uma
concentragao 9,27% maior que a de CAS. Comparando CAS com UFV e OCP,
conjuntamente, observou-se diferenga significativa, o mesmo ocorrendo
quando colesterol foi adicionado as dietas, ou seja, as dietas de caseina
provocaram maior acumulo de colesterol hepatico, quando comparadas com as
dietas de proteina de soja, com e sem a adi¢cao de colesterol dietético. Nao
houve diferenga significativa quando se comparou UFV e OCP, e a adi¢ao de

colesterol ndo teve influéncia (Quadros 12 e 13).

Quadro 12 — Valores médios e contrastes para colesterol sérico total (CS) e
colesterol hepatico total (CH) de ratos alimentados com dietas
experimentais

Dietas CS (mg/dL) CH (mg/qg)
CAS 97,02 6,02
CAS(+) 106,37 8,50
UFV 63,53 3,95
UFV(+) 76,89 4,10
OoCP 67,28 3,44
OCP(+) 87,05 4,07
Contrastes
UFV x OCP * NS
UFV(+) x OCP(+) NS NS
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS
CAS x [UFV+OCP] * *
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] * *

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = n&o-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.
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Quadro 13 — Grau de liberdade (GL) e quadrados médios dos contrastes para
colesterol sérico total e colesterol hepatico total de ratos
alimentados com dietas experimentais

Quadrados Médios-------------------

Fontes de variagao GL Colesterol Colesterol
sérico hepatico
Dietas 2 3.281,99* 45,64*
Col 1 8,69 4,04
Dietas*Col 2 980,60* 7,86*
Contrastes
UFV x OCP 1 1.658,85* 0,04
UFV(+) x OCP(+) 1 277,19 1,28
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] 1 61,49 0,34
CAS x [UFV+OCP] 1 1.888,57* 16,13*
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] 1 4.700,56* 89,55*
Residuo 30 126,62 1,46

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

Sabe-se que os ratos, quando sao alimentados com colesterol,
produzem acumulo deste e de outros lipidios no figado, o que leva a um
aumento de seu peso. No presente estudo, o peso dos figados e o peso
relativo destes (peso do figado em relagdo ao peso corporal) foram menores
nas dietas de soja, com e sem a adigao de colesterol dietético, em comparagao
com CAS, ndo tendo sido verificada diferenca significativa entre os animais
alimentados com os dois cultivares (Quadros 14 e 15). Apesar de as dietas
UFV (com e sem adicéo de colesterol) terem promovido um peso corporal final
maior que o das OCP, este fato ndao se refletiu no acumulo de colesterol e,
possivelmente, de outros lipidios, nos figados dos animais. Este fato evidencia,
mais uma vez, que a resposta de crescimento a dieta tem pouca ou nenhuma

influéncia nos niveis corporais de colesterol.
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Quadro 14 — Valores médios e contrastes para peso corporal final (PCF), peso
dos figados (PF) e peso relativo dos figados (PRF) de ratos
alimentados com dietas experimentais por 28 dias

Dietas PCF(g) PF (g) PRF**
CAS 358,67 13,83 3,83
CAS(+) 367,83 15,08 4,10
UFV 273,83 8,55 3,11
UFV(+) 270,50 8,68 3,21
ocP 232,50 7,32 3,14
OCP(+) 234,83 7,83 3,31
Contrastes
UFV x OCP * NS NS
UFV(+) x OCP(+) * NS NS
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS NS
CAS x [UFV+OCP] * * *
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] * * *

** PRF = PFx100/PCF; * significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS =
nao-significativo; CAS = dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de
colesterol; UFV = dieta a base do cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25%
colesterol; OCP = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 +
0,25% colesterol.

Quadro 15 — Grau de liberdade (GL) e quadrados médios dos contrastes para
peso corporal final (PCF), peso dos figados (PF) e peso relativo
dos figados (PRF) de ratos alimentados com dietas experimentais

por 28 dias
Fontes de Variag&o GL T Quadrados Méedios
PCF PF PRF
Dietas 2 53.140,5* 165,18* 2,398
Col 1 66,7 3,61 0,288
Dietas*Col 2 17,5 0,97 0,020
Contrastes
UFV x OCP 1 5.125,3* 4,56 0,002
UFV(+) x OCP(+) 1 3.816,3* 2,17 0,032
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] 1 1,5 0,63 0,113
CAS x [UFV+OCP] 1 44.521,0 139,24* 2,016*
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] 1 53.053,5* 186,32* 2,787*
Residuo 30 636,0 3,132 0,140

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.
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Sendo assim, pode-se dizer que a linhagem UFV 116 foi mais eficaz na
reducdo do colesterol sérico que a OCP, entretanto ambas reduziram o
acumulo de colesterol no figado de maneira similar, quando comparadas a
CAS, independente da adi¢ao de colesterol.

Esse efeito hipocolesterolemiante em fungdo do consumo de produtos
que contém proteina de soja tem sido mostrado repetidamente em humanos e
em varios modelos animais (CARROLL, 1991; ANDERSON et al., 1995;
POTTER, 1996; TEIXEIRA et al., 2000). Entretanto, os componentes da
proteina de soja responsaveis por tal efeito ainda n&o estdo definidos
(POTTER et al., 1998). Neste estudo, € preciso considerar que a proteina de
soja nao foi utilizada isoladamente, e sim em conjunto com todos os outros
componentes da farinha de soja, os quais podem ter exercido impacto no seu
efeito hipocolesterolemiante. Componentes nao-protéicos, como fibras, acido
fitico, minerais e isoflavonas, associados com a proteina de soja podem
também afetar o metabolismo do colesterol (POTTER, 1995).

Durante os anos 70 e o inicio dos anos 80, a composicdo de
aminoacidos da proteina de soja foi investigada pelo seu efeito nos lipidios
plasmaticos e no metabolismo de proteinas e pelo seu papel na inibicdo da
aterosclerose. Entretanto, os estudos comprovaram que sua mistura
aminoacidica ndo é tao hipocolesterolemiante quanto a proteina intacta. No
presente estudo, as diferencas de efeito observadas entre os cultivares na
reducdo do colesterol ndo poderiam ser atribuidas a proteina por si so, ja que
ambas apresentaram conteudo estatisticamente similar em proteina
(39,37 g/100 g para UFV116 e 37,83 g/100 g para OCEPAR-19).

KRITCHEVISKY et al. (1984) sugeriram que o efeito
hipocolesterolemiante da proteina de soja era baseado na sua taxa de
lisina/arginina  baixa. Outros investigadores consideraram que a
aterogenicidade de uma proteina depende do seu conteudo de lisina e que a
caseina contém 40% mais lisina que a proteina de soja. OZBEN (1989),
utilizando caseina modificada (conteudo de lisina reduzido por meio de reagéo
de Maillard), verificou que houve redugédo no efeito hipercolesterolemiante da
caseina, porém esta reducdo ndo foi superior a da proteina de soja. Tais
relatos mostraram que existem outros componentes na proteina intacta que

promovem a redugdo das concentragdes de colesterol ou interagem com a
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proteina para afetar o metabolismo, favoravelmente (ANDERSON et al.,
1999b).

Mais recentemente, as pesquisas tém mostrado que os componentes
da proteina de soja responsaveis por grande parte de seu efeito cardioprotetor
sao moléculas extraidas com alcool, tais como saponinas, fitoesterois e
isoflavonas (SUGANO e KOBA, 1993; BALMIR et al., 1996; ANTHONY et al.,
1997; TOVAR-PALACIO et al., 1998). Contudo, POTTER et al. (1993b)
observaram que as saponinas ndo apresentam nenhum efeito
hipocolesterolemiante na presenga da proteina de soja. Em adicdo, o
processamento diminui o teor de fitoesterdis a concentragdes irrisérias
(ANDERSON e WOLF, 1995). As isoflavonas, que sdo amplamente removidas
da proteina de soja quando esta € lavada com alcool, como é o caso dos
concentrados protéicos, tém sido bastante estudadas, pois alteram as
concentragdes de lipidios plasmaticos, tanto na presenga quanto na auséncia
da proteina (ANDERSON et al., 1999b). Entretanto, o efeito cardioprotetor das
isoflavonas parece estar associado a sua ligacao a receptores estrégenos
dentro das células, de maneira semelhante ao estradiol, logo conclui-se que
estes compostos poderiam aumentar a atividade do receptor para LDL. Outro
mecanismo potencial seria que as isoflavonas agiriam como antioxidantes,
inibindo o processo trombodtico e bloqueando a proliferacdo de células
musculares lisas nas paredes das artérias (ANTHONY et al., 1997). Entao, o
teor de isoflavonas dos cultivares pode ter influenciado os seus efeitos
hipocolesterolemiantes, visto que a linhagem UFV116 foi mais eficaz na
reducao do colesterol sanglineo e apresentou teores de genisteina e daidzeina
significativamente maiores que o da variedade OCEPAR-19.

Outro componente das farinhas associado ao seu efeito
hipocolesterolemiante € a fibra alimentar. A fibra de soja tem sido associada
com a reducgao de lipidios séricos em humanos. Entretanto, diversos estudos
tém mostrado que a fibra de soja ndo afeta os lipidios séricos, quando
administrada juntamente com a proteina (POTTER et al., 1993a; BAKHIT et al.,
1994). Quando se utiliza farinha de soja integral, observam-se concentragoes
séricas de colesterol ndo tdo baixas quando se utiliza o isolado protéico
adicionado de fibra de cotilédone ou celulose. Entdo, parece que a fibra

presente nas farinhas ndo foi fator crucial para seu efeito
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hipocolesterolemiante. Além do mais, grande parte dela foi removida durante o
processamento, em virtude da retirada da casca dos graos de soja.

Pouco é conhecido sobre os efeitos do acido fitico dietético no perfil de
lipidios séricos em humanos. Em ratos, entretanto, JARIWALLA et al. (1990)
relataram que a adicdo de 9 g/kg de acido fitico as dietas experimentais,
acrescidas ou nao de colesterol dietético, promoveu redugdo no colesterol
sérico e nos trigliceridios. Em adi¢cdo, a quelagdo com o ferro no intestino
diminui sua absor¢ao, o que pode suprimir o dano oxidativo aos lipidios e as
proteinas no sangue, reduzindo o risco de formacéo de lesdes aterosclerdticas.
Por outro lado, numerosos estudos tém mostrado que o consumo de dietas que
contém basicamente produtos de soja com alto teor de acido fitico pode
promover deficiéncia mineral, incluindo anemia (POTTER, 1995). As farinhas
de soja utilizadas apresentaram teores de fitato de 1,33 mg/g para UFV116 e
1,03 mg/g para OCEPAR-19 (dados né&o-publicados). Sendo assim, a
quantidade de farinha utilizada de cada variedade, neste estudo, forneceu
465,5 e 381,1 mg de fitato, para UFV e OCP, respectivamente. Entéo, é
possivel que os fitatos tenham contribuido, em parte, para o melhor efeito
hipocolesterolemiante das proteinas de soja dos cultivares testados.

4.4. Abundancia em mRNA para 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A
redutase (HMGR) e colesterol 7 a-hidroxilase (CYP7A)

Observou-se que os cultivares de soja promoveram redugéo
significativa nos niveis de mRNA para HMGR, independente da adicdo de
colesterol, em comparacdo com a CAS. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre os cultivares de soja (Quadros 16 e 17).

Com relacdo a CYP7A, observou-se que houve aumento na produgao
de mRNA para CYP7A nos animais alimentados com os cultivares de soja.
Entretanto, esse aumento foi significativo somente quando se comparou CAS e
UFV+OCP, com e sem a adicdo de colesterol. Quando se comparou UFV e
OCP, néao foi observada diferenca significativa, independente da adicdo de

colesterol (Quadros 16 e 17).
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Quadro 16 — Valores relativos médios e contrastes para niveis de mRNA para
HMGR e CYP7A em ratos alimentados com dietas experimentais

Dietas
HMGR CYP7A
CAS 3,27 0,49
CAS(+) 2,48 0,82
UFV 1,92 1,37
UFV(+) 1,59 1,43
OCP 1,97 1,25
OCP(+) 1,71 1,45
Contrastes
UFV x OCP NS NS
UFV(+) x OCP(+) NS NS
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS
CAS x [UFV+0OCP] * *
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] * *

HMGR = 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase; CYP7A = colesterol 7 o-hidroxilase; valores
relativos sdo expressos em unidades de mRNA para HMGR ou CYP7A por unidade de RNA ribossémico;
* significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = nao-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

Quadro 17 — Grau de liberdade (GL) e quadrados médios dos contrastes para
abundéncia em mRNA para HMGR e CYP7A em ratos
alimentados com dietas experimentais

Fontes de Variagao GL
HMGR CYP7A
Dietas 2 4,6508* 2,0567*
Col 1 1,9179* 0,3393*
Dietas*Col 2 0,2549 0,0553
Contrastes
UFV x OCP 1 0,0074 0,0421
UFV(+) x OCP(+) 1 0,0413 0,0018
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] 1 0,5203 0,0976
CAS x [UFV+0OCP] 1 7,0394* 2,6624*
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] 1 2,7233* 1,5177*
Residuo 30 0,2798 0,0903

HMGR = 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase; CYP7A = colesterol 7 o-hidroxilase; valores
relativos séo expressos em unidades de mRNA para HMGR ou CYP7A por unidade de RNA ribossémico;
* significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = nao-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.
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A HMGR ¢é a enzima limitante na sintese endogena de colesterol, e
tanto seus niveis quanto sua atividade sdo bastante influenciados pelo
suprimento de colesterol. MADANI et al. (1998) relataram que a proteina de
soja aumenta a atividade da HMGR, mas a adi¢cao de colesterol a dieta reduz
sua atividade. Entretanto, os dois cultivares de soja promoveram redugao nos
niveis de mRNA para HMGR de maneira similar, e a adicdo de colesterol as
dietas ndo teve influéncia. E importante considerar que neste estudo todas as
dietas utilizadas foram hiperlipidicas e que os cultivares de soja foram
utilizados na forma de farinha integral. A maioria dos estudos que investigam
os efeitos da proteina de soja na regulagdo da biossintese de colesterol utiliza
isolado protéico e dietas baixas em gordura e, ou, sem colesterol (HUFF et al.,
1977; HUFF e CARROLL, 1980; NAGATA et al., 1980, 1981; SUGANO et al.,
1982; TASKER e POTTER, 1993). Entdo, as dietas hiperlipidicas e os
componentes nao-protéicos presentes nas farinhas, biologicamente ativos,
podem ter exercido influéncia direta e, ou, indireta nos efeitos da proteina,
promovendo redug¢ao nos niveis de mRNA para HMGR, o que possivelmente
contribuiu para a manutengao dos niveis sanguineos de colesterol baixos nos
animais alimentados com as dietas de soja.

A auto-radiografia das bandas hibridizadas com cDNA para HMGR
marcado com *?P esta apresentada na Figura 3.

Na literatura encontram-se, frequentemente, trabalhos que avaliam
alteracgdes na atividade de CYP7A em fungdo do consumo de soja e de seus
produtos. Neste estudo, foi avaliada a produgcao de mRNA para esta enzima,
visto que, se ha alteragdes na sua sintese, presume-se que seu turnover e, ou,
sua atividade estdo alterados. Na maioria das vezes, um maior nivel de mRNA
€ acompanhado por um aumento na atividade dessa enzima. KRITCHEVSKY
et al. (1984) relataram que o consumo de proteina de soja ndo influenciou a
atividade de CYP7A em ratos. Ja SIRTORI et al. (1984) relataram reducgéo na
atividade dessa enzima. Efeitos similares foram observados por HUFF et al.
(1977), NAGATA et al. (1981) e SUGANO et al. (1982). Entretanto, estes
autores alimentaram diferentes espécies de animais com dietas normolipidicas
e baixas ou livres de colesterol, além de utilizarem o isolado protéico de soja

como fonte de proteina nas dietas.
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Figura 3 — Anadlise de Northern blot dos niveis de mMRNA para HMGR em ratos
alimentados com dietas experimentais por 28 dias. RNA total foi
isolado de amostras de figado e 20 pg/canaleta foram submetidos a
eletroforese, blotting e hibridizagdo com sondas especificas de
cDNA para HMGR. A abundéncia em mRNA para HMGR foi
expressa em relagdo a abundancia para rRNA 18S.
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No presente estudo, as dietas foram hiperlipidicas e cada uma delas foi
administrada com e sem a adicdo de colesterol dietético, além de ter sido
utilizada farinha integral de soja. HORTON et al. (1995) observaram que tanto a
atividade de CYP7A quanto os niveis de mRNA estdao aumentados em ratos
alimentados com colesterol e dietas hiperlipidicas. SHEFER et al. (1992)
observaram que os niveis de mRNA para CYP7A aumentaram em 50% apos
alimentacdo com colesterol. MADANI et al. (1998) observaram que a
suplementacéo de colesterol (0,1%) aumentou a atividade de CYP7A em ratos
alimentados com proteina de soja. Neste estudo, os cultivares de soja
promoveram aumento nos niveis de mRNA para CYP7A, independente da
adicao de colesterol, ou seja, um aumento na sintese desta enzima. Entretanto,
quaisquer que tenham sido as diferengas de composi¢cdo quimica entre os
cultivares de soja utilizados, elas n&o foram suficientes para que diferengas nos
niveis de mRNA para CYP7A fossem observadas entre eles. Por outro lado, a
presenga desses mesmos componentes pode ter influenciado o aumento da
producao desta enzima, independente da adigdo de colesterol as dietas.

A auto-radiografia das bandas hibridizadas com cDNA para CYP7A
marcado com *?P esta apresentada na Figura 4.
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Analise de Northern blot dos niveis de mRNA para CYP7A em ratos
alimentados com dietas experimentais por 28 dias. RNA total foi
isolado de amostras de figado e 20 pg/canaleta foram submetidos a
eletroforese, blotting e hibridizagdo com sondas especificas de
cDNA para HMGR. A abundéncia em mRNA para CYP7A foi
expressa em relagdo a abundancia para rRNA 18S.
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4.5. Excregao fecal de acidos biliares e esterdides neutros

4.5.1. Acidos biliares

No presente estudo observou-se aumento na excrecdo de acidos
biliares totais, em raz&do do consumo das dietas de soja. Entretanto, este
aumento somente foi significativo quando se comparou UFV e OCP,
conjuntamente, em funcdo da adicdo de colesterol dietético. Observou-se
também que ndo houve diferenga significativa entre CAS e UFV+OCP,
independente da adi¢cao de colesterol as dietas, e nem tao pouco entre UFV e
OCP. Desta maneira, os cultivares de soja promoveram maior excregao de
acidos biliares totais de maneira similar, mas somente quando o colesterol foi
adicionado as dietas (Quadros 18 e 19).

Com relagao aos acidos biliares primarios totais, a adicao de colesterol
as dietas mostrou uma tendéncia de reducdo na formacao destes nas fezes.
Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre as dietas testadas. Somente
houve diferenga significativa entre CAS e UFV+OCP, conjuntamente, quando o
colesterol ndo foi adicionado as dietas. Os cultivares de soja promoveram
maior excregcao de acidos biliares primarios totais, de maneira similar (Quadros
18 e 19).

Considerando a excrecdo de acidos biliares secundarios totais nas
fezes dos animais, observou-se maior excrecao destes compostos nas dietas
de soja. Entretanto, esta diferenca foi significativa somente quando os dois
cultivares de soja foram comparados conjuntamente, em fungdo da adi¢cao de
colesterol dietético (Quadros 18 e 19). Entretanto, em valores absolutos, a
adicao de colesterol as dietas experimentais promoveu um aumento expressivo
na excregao destes compostos, o que correspondeu, em termos percentuais, a
435,26% para CAS, 253,49% para UFV e 166,93% para OCP, o mesmo se
refletindo na excregao total 442,79% para CAS, 218,96% para UFV e 151,85%
para OCP (Figura 5).
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Quadro 18 — Valores médios e contrastes para excregdo fecal de acidos
biliares primarios (ABP), secundarios (ABS) e totais (ABT) de
ratos alimentados com dietas experimentais por 28 dias

_ ABP ABS ABT
Dietas
mg/g de fezes secas
CAS 0,19 1,73 1,92
CAS(+) 1,01 7,53 8,54
UFV 1,08 3,72 4,80
UFV(+) 1,08 9,43 10,51
ocP 1,42 6,41 7,83
OCP(+) 1,19 10,70 11,89
Contrastes
UFV x OCP NS NS NS
UFV(+) x OCP(+) NS NS NS
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] NS * *
CAS x [UFV+OCP] * NS NS
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS NS

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

Quadro 19 — Grau de liberdade (GL) e quadrados médios dos contrastes para
excregcao fecal de acidos biliares primarios (ABP), secundarios
(ABS) e totais (ABT) de ratos alimentados com dietas
experimentais por 28 dias

Fontes de Variagéo GL
ABP ABS ABT
Dietas 2 1,54 46,03 64,03
Col 1 0,34 249,80 268,51*
Dietas*Col 2 0,90 2,16 5,02
Contrastes
UFV x OCP 1 0,34 21,69 27,44
UFV(+)-OCP(+) 1 0,04 4,79 5,68
[UFV+OCP]-[UFV(+)-OCP(+)] 1 0,08 150,15* 143,26*
CAS-[UFV-0OCP] 1 4,44* 44,29 76,80
CAS(+)-[UFV(+)-OCP(+)] 1 0,06 25,61 28,19
Residuo 30 0,70 25,29 32,90

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

59



12

Primarios
10 Bl Secundarios
8
6
4
2
0 .

CAS CAS(+) UFV  UFV(¥) OCP  OCP(+)

z

Acidos biliares
(mg/g fezes secas)

Dietas

Figura 5 — Excrecdo fecal de acidos biliares primarios e secundarios de
animais alimentados com proteina de dois cultivares de soja e
caseina, com e sem a adigao de colesterol.

Observando os acidos biliares primarios colico, quenodesoxicodlico, o-
muricolico e B-muricdlico, verificou-se que a adigao de colesterol as dietas de
soja promoveu menor excre¢gao somente do acido colico, mas esta diferenga sé
foi significativa quando as dietas de soja foram comparadas conjuntamente. Ao
contrario, o acido a-muricolico foi mais excretado sob o efeito das dietas de
soja, enquanto o acido B-muricdlico foi menos excretado em comparagéo a
caseina, porém somente quando o colesterol foi adicionado. O acido
quenodesoxicélico foi mais excretado na dieta UFV do que na OCP, sem
adicao de colesterol. Nao houve diferenga significativa na excre¢do dos acidos
primarios, nas demais comparagdes testadas (Quadros 20 e 21).

Com relacdo aos acidos biliares secundarios litocolico, desoxicdlico,
hyodesoxicolico e ursodesoxicolico, observou-se aumento na sua excregao nas
dietas adicionadas de colesterol. Entretanto, esse aumento somente foi
significativo para o acido litocélico, quando as dietas de soja foram comparadas

conjuntamente, com e sem a adicdo de colesterol dietético. Para o acido
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desoxicolico, houve aumento significativo na excregdo nas dietas de soja, em
comparagao a caseina sem adic&do de colesterol (Quadros 20 e 21). Contudo,
em valores absolutos, a adicao de colesterol as dietas experimentais promoveu
um aumento expressivo na excrecao desses compostos, principalmente de
acido litocdlico (Figura 6). COSTA (1992) observou que ratos alimentados com
1% de colesterol excretaram mais acidos litocélico, hyodesoxicolico e acidos
biliares totais do que ratos alimentados com 0,2% de colesterol + 0,1% de
acido colico. Apesar de a suplementacdo com colesterol no presente estudo ter
sido de 0,25%, ndo houve suplementagcdo com acido colico, sem contar o fato
de as dietas terem sido hiperlipidicas. Entdo, provavelmente houve aumento na
conversao do colesterol em acidos biliares primarios e um subsequente
aumento na conversao destes em secundarios, especialmente litocolico.

Estudos realizados, particularmente em ratos e coelhos, tém
evidenciado que a proteina de soja aumenta a excregdo fecal de acidos
biliares, quando comparada a caseina. Em consequéncia, muitas vezes a
biossintese de colesterol e a atividade do receptor para LDL aumentam para
fornecer colesterol para a sintese de acidos biliares. O principal resultado deste
efeito em rede € o aumento da remog&o do colesterol do sangue, via LDL
receptor, reduzindo as concentracdes de colesterol sérico, particularmente a
fracdo LDL (POTTER, 1995).

IWAMI et al. (1986) relataram que o isolado protéico de soja foi inferior
a caseina em termos de digestibilidade e sugeriram que os peptideos
hidrofébicos da proteina de soja que permanecem depois da digestao se ligam
aos acidos biliares, sendo os responsaveis pelo efeito hipocolesterolemiante da
proteina. Por outro lado, Saeki e Kiryama (1990), citados por MADANI et al.
(1998), relataram que as diferengcas na composicdo aminoacidica entre
proteina de soja e caseina sdo as principais responsaveis pela redugdo do
colesterol sérico via conversdo em acidos biliares. Entretanto, NAGATA et al.
(1982) relataram que nenhuma diferenga significativa foi observada na
absorcao do colesterol e na excregao entre ratos alimentados com misturas de

aminoacidos equivalentes a ambas as proteinas.
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Quadro 20 — Valores médios e contrastes para acidos biliares fecais de ratos alimentados com dietas experimentais por 28 dias

Acidos Biliares (mg/g de fezes secas)

Dietas Primarios Secundérios
C CDC AMUR BMUR LC DC HDC ubDC
CAS 0,08 0,02 0,01 0,00 0,83 0,54 0,36 0,09
CAS(+) 0,02 0,14 0,09 0,39 5,46 0,95 1,12 0,37
UFV 0,37 0,07 0,14 0,19 1,16 1,49 1,07 0,31
UFV(+) 0,02 0,21 0,23 0,05 5,41 1,99 2,03 0,56
OCP 0,38 0,14 0,24 0,05 2,24 2,24 1,92 0,60
OCP(+) 0,07 0,12 0,22 0,15 6,42 2,05 2,23 0,62
Contrastes
UFV x OCP NS * NS NS NS NS NS NS
UFV(+) x OCP(+) NS NS NS NS NS NS NS NS
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] * NS NS NS . NS NS NS
CAS x [UFV+OCP] NS NS * NS NS o NS NS
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] NS NS NS * NS NS NS NS

C = cdlico; CDC = quenodesoxicdlico; DC = desoxicdlico; LC = litocdlico; AMUR = alfa-muricdlico; HDC = hyodesoxicolico; UDC = ursodesoxicolico; BMC =
beta-muricdlico; CAS = dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do
cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19; OCP(+) = dieta a base do cultivar OCEPAR-19 + 0,25% colesterol; * significativo pelo teste
F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 10% de probabilidade; e NS = n&o-significativo.



Quadro 21 — Grau de liberdade (GL) e quadrados médios dos contrastes para excregcdo fecal de acidos biliares primarios e
secundarios (ABS) em ratos alimentados com dietas experimentais por 28 dias

Acidos Biliares (mg/g de fezes secas)

Dietas Primarios Secundarios
C CDC AMUR BMUR LC DC HDC ubDC
Dietas 0,105 0,013 0,112* 0,031 5,019* 6,192* 5,455* 0,444
Col 0,515 0,056 0,024 0,134 170,625 0,503 4136 0,295
Dietas*Col 0,076 0,024 0,013 0,209* 0,176 0,428 0,329 0,060

Contrastes

UFV x OCP 0,001 0,137* 0,033 0,057 3,547 1,705 2,156 0,251
UFV(+) x OCP(+) 0,008 0,026 0,000 0,031 3,019 0,010 0,123 0,011
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] 0,654** 0,022 0,007 0,001 106,659* 0,137 2,420 0,105
CAS x [UFV+OCP] 0,352 0,028 0,140* 0,055 3,005 6,981** 5,197 0,546
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] 0,002 0,003 0,077 0,337* 0,821 4,543 4,091 0,200
Residuo 0,162 0,022 0,027 0,040 6,475 1,816 1,861 0,251

C = cdlico; CDC = quenodesoxicolico; DC = desoxicolico; LC = litocdlico; AMUR = alfa-muricolico; HDC = hyodesoxicélico; UDC = ursodesoxicolico; BMC =
beta-muricélico; CAS = dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do
cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19; OCP(+) = dieta a base do cultivar OCEPAR-19 + 0,25% colesterol; * significativo pelo teste
F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 10% de probabilidade; e NS = n&o-significativo.
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Figura 6 — Excrecao fecal de acidos biliares secundarios de animais
alimentados com proteina de dois cultivares de soja e caseina, com
e sem a adicao de colesterol.

Segundo MADANI et al. (1998), o efeito hipocolesterolemiante da
proteina vegetal, particularmente da proteina de soja, € atribuido a uma maior
excrecgao fecal de esterdides, em consequéncia de uma absorcao intestinal de
colesterol reduzida. POTTER (1995) sugere que existe uma interrup¢cédo na
absorgao intestinal de acidos biliares e colesterol dietético quando a proteina
de soja € consumida. Tal fato tem sido demonstrado em animais, mas nem
sempre em humanos. Outros fatores poderiam estar envolvidos neste
processo. Componentes nao-protéicos, como fibras, acido fitico, minerais e
isoflavonas, associados com a proteina de soja, poderiam também afetar o
metabolismo do colesterol.

Entretanto, considerando os resultados anteriores obtidos neste
estudo, relacionados aos niveis de colesterol sérico e hepatico e aos niveis de
HMGR e CYP7A, pode-se sugerir que os dois cultivares de soja promoveram
reducdo nos niveis de colesterol sanguineo provavelmente pela redugdo da
sua sintese enddgena e maior conversdo em acidos biliares. Ainda, apesar de

a dieta UFV sem adi¢ao de colesterol ndo ter mostrado diferenca estatistica da
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OCP com relacdo a abundancia em mRNA para as enzimas estudadas, ela foi
mais eficaz na redugdo do colesterol sanguineo. Entdo, o cultivar UFV116 pode
ter expressado este efeito diferenciado em virtude de outros mecanismos que

nao os estudados.

4.5.2. Esterdides neutros totais

Observou-se que nao houve diferenca estatistica na excrecdo de
esteroides neutros totais entre as dietas experimentais, quando estas néao
foram adicionadas de colesterol. Quando se comparou UFV e OCP,
adicionadas de colesterol, verificou-se que a dieta OCP promoveu maior
excregao destes compostos. As dietas UFV+OCP, quando comparadas com e
sem a adigao de colesterol, promoveram maior excrecado de esterdides neutros
somente quando o colesterol foi adicionado. As dietas de CAS promoveram
maior excrecdo de esterdides neutros em relacdo as demais, quando foram

adicionadas de colesterol (Quadros 22 e 23).

Quadro 22 — Valores médios e contrastes para excreg¢ao fecal de esterdides
neutros totais (ENT) em ratos alimentados com dietas
experimentais

Dietas ENT (mg/g fezes secas)
CAS 20,99
CAS(+) 72,55
UFV 9,70
UFV(+) 17,25
OCP 14,09
OCP(+) 36,31
Contrastes
UFV x OCP NS
UFV(+) x OCP(+) *
[UFV+OCP] x [UFV(+)+OCP(+)] *
CAS x [UFV+OCP] NS
CAS(+) x [UFV(+)+OCP(+)] *

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.
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Quadro 23 — Grau de liberdade (GL) e quadrado médio dos contrastes para
excrecdo fecal de esterdides neutros totais em ratos alimentados
com dietas experimentais

Fontes de Variagao GL Quadrado Médio
Dietas 2 3.422,68
Col 1 6.613,30
Dietas*Col 2 1.506,36
Contrastes

UFV-OCP 1 57,75

UFV(+)-OCP(+) 1 1.088,97*

[UFV+OCP]-[UFV(+)-OCP(+)] 1 1.328,90*
CAS-[UFV-OCP] 1 331,02

CAS(+)-[UFV(+)-OCP(+)] 1 8.380,34*
Residuo 30 170,24

* Significativo pelo teste F, por contraste, em nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo-significativo; CAS =
dieta a base de caseina; CAS(+) = dieta a base de caseina + 0,25% de colesterol; UFV = dieta a base do
cultivar UFV116; UFV(+) = dieta a base do cultivar UFV116 + 0,25% colesterol; OCP = dieta a base do
cultivar OCEPAR-19; e OCP(+) = dieta a base do cultivar 0OCEPAR-19 + 0,25% colesterol.

Sendo assim, todas as dietas experimentais promoveram aumento na
excrecdo de esterdides neutros totais, quando adicionadas de colesterol
dietético, devendo-se ressaltar que a maior excrecdo ocorreu na dieta de
caseina e, entre as dietas de soja, a OCP promoveu maior excre¢do do que
UFV.

KIM et al. (1980) verificaram aumento na excregao de esterdides em
suinos alimentados com dietas hiperlipidicas, adicionadas de colesterol e
proteina de soja. HUFF e CARROLL (1980) encontraram resultados similares
em coelhos. TANAKA et al. (1984) e VAN DER MEER e BEYNEN (1987)
também observaram maior excrecédo de acidos biliares e esterdides neutros em
ratos alimentados com proteina de soja. BEYNEN (1990) verificou um aumento
significativo na excrecdo de esterdides neutros em animais experimentais
alimentados com proteina de soja. Estes resultados tém sido observados
primariamente em ratos e coelhos (HUFF e CARROLL, 1980; NAGATA et al.,
1982; VAN DER MEER et al., 1988), ja relatos em outras espécies, incluindo
humanos, sdo menos consistentes (KIM et al., 1978; FUMAGALLI et al., 1982;
JASKIEWICZ et al., 1987; DUANE, 1999). Nestes estudos, a proteina de soja
foi utilizada como isolado protéico, excluindo, desta maneira, possiveis

interferéncias de componentes nio-protéicos. No presente estudo, os cultivares
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de soja foram introduzidos na dieta como farinha integral e as expensas de
caseina. Entdo, componentes nao-protéicos dessas preparagdes podem ter
influenciado no efeito destes cultivares na excrecao fecal de tais compostos.
Outro ponto a ser considerado sdo as diferencas entre os modelos animais
utilizados, pois o tempo de exposigao, as variagdes na composi¢cao das dietas,
0 sexo e a idade dos animais, a raga, entre outros, sao fatores que podem

influenciar os efeitos estudados.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos de um novo cultivar de
soja (UFV116), geneticamente modificado para auséncia das lipoxigenases 2 e
3, na regulagado do metabolismo do colesterol em ratos, mais especificamente
na sintese de enzimas regulatorias deste processo e na excregéo de esteroides
fecais. Foram utilizadas a variedade OCEPAR-19 (comercial) e uma proteina
animal (caseina), para efeitos comparativos.

Inicialmente, foram determinados os teores de proteinas e lipidios
totais e a composi¢cdo em aminoacidos, acidos graxos e isoflavonas, em ambos
os cultivares. Nao houve diferenga significativa entre eles, com relagéo ao teor
de proteina. O cultivar UFV116 apresentou maior teor de fenilalanina, treonina,
tirosina, glicina, acidos aspartico e glutadmico. O teor de lipidios totais foi menor
para UFV116 que no entanto apresentou maiores teores de acidos palmitico e
linoléico e menores para estearico, linolénico e oléico. Este cultivar apresentou
maior teor de isoflavonas nas formas agliconas

Numa segunda etapa, grupos de ratos machos foram alimentados com
dietas semipurificadas (AIN93M) contendo proteinas oriundas de dois cultivares
de soja, UFV116 (UFV) e OCEPAR-19 (OCP), ou caseina (CAS), com e sem a
adicado de colesterol dietético (0,25%), por 28 dias. Niveis séricos e hepaticos
de colesterol foram determinados, assim como a abundancia em mRNA para
HMGR e CYP7A. A excrecgao fecal de esterdides acidos e neutros também foi

avaliada.
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N&o houve diferenga entre as dietas de soja testadas com relagdo ao
ganho de peso dos animais, devendo-se ressaltar que a adi¢do de colesterol
dietético nao influenciou, apesar do maior consumo alimentar, os grupos
alimentados com UFV, com e sem a adigdo de colesterol. A linhagem UFV
apresentou um coeficiente de eficiéncia alimentar maior, que o da variedade
OCP, com e sem a adi¢ao de colesterol.

A linhagem UFV foi mais eficaz na redugcdo do colesterol sérico na
dieta sem adicdo de colesterol, em comparagao a variedade OCP. Contudo,
nao teve influéncia no acumulo de colesterol no figado, com e sem a adigao de
colesterol dietético. Ambos os cultivares reduziram o colesterol do sangue e
seu acumulo no figado, em comparagao a caseina, independente da adi¢ao de
colesterol na dieta.

Houve reducdo dos niveis de mRNA para 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase nas dietas de soja, quando comparadas com caseina,
independente da adi¢cao de colesterol dietético. As dietas de soja promoveram
um aumento nos niveis de mRNA para colesterol 7o-hidroxilase, com e sem a
adicdo de colesterol dietético em comparagdo a caseina. Tal fato foi
acompanhado por maior excre¢ao de acidos biliares fecais, especificamente,
acidos biliares secundarios. Nao houve diferengca significativa entre as
variedades de soja nos parametros avaliados. A adigdo de colesterol as dietas
experimentais provocou aumento da excrecado de esterdides neutros.

Estes resultados evidenciam que as proteinas de soja testadas
promoveram reducdo nas concentracdes séricas de colesterol, de maneira
similar. O excesso de colesterol depositado no figado, provavelmente, foi
convertido em esterdides e excretado nas fezes, primariamente como acidos
biliares. Adicionalmente, a sintese hepatica de colesterol também foi reduzida,
contribuindo para a manuteng¢ao dos baixos niveis séricos.

E importante considerar que componentes ndo-protéicos dos cultivares
podem ter influenciado os seus efeitos hipocolesterolemiantes.

Sendo assim, a linhagem UFV116 apresentou propriedades benéficas
no controle do metabolismo do colesterol, de maneira semelhante a uma
variedade comumente utilizada pela industria brasileira (OCEPAR-19).
Entretanto, o fato de a nova linhagem n&o possuir as lipoxigenases 2 e 3 pode

favorecer seu consumo, pois a auséncia destas enzimas reduz a oxidagao dos
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lipidios e, com isto, a formacdo de acidos, aldeidos e cetonas de cadeia
carbbénica curta, os quais tém sido implicados como a principal causa dos

sabores e aromas indesejaveis, associados aos produtos de soja.
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