GLAUCIA FERREIRA ANDRADE

EFEITOS METABOLICOS DA INGESTAO DE FARINHA
INTEGRAL DE SOJA DO CULTIVAR UFVTN 105AP EM RATOS
ALIMENTADOS COM DIETAS EQUILIBRADA E OBESOGENICA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pbés-Graduacdo em Ciéncia da Nutricdo, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2010

1



Ficha catalografica preparada pela Secdo de Catalogacio e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T

Andrade, Glaucia Ferreira, 1984-
A553e Efeitos metabolicos da ingestdo de farinha integral de
2010 soja do cultivar UFVTN 105AP em ratos alimentados com

dietas equilibrada e obesogénica / Glaucia Ferreira Andrade.
— Vigosa, MG, 2010.
xiii, 85f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Inclui anexo.

Orientador : Hércia Stampini Duarte Martino.
Dissertac@o (mestrado) - Universidade Federal de quosa
Inclui bibliografia.

1. Glycine max. 2. Soja. 3. Farinha de soja. 4. Soja -
Analise. 5. Alimentos - Teor proteico. 6. Soja - Qualidade.
7. Ratos como animal de laboratério. 8. Obesidade.

9. Lipidios do sangue. 10. Stress oxidativo. I. Universidade
Federal de Vigosa. II. Titulo.

CDD 22. ed. 613.2




GLAUCIA FERREIRA ANDRADE

EFEITOS METABOLICOS DA INGESTAO DE FARINHA
INTEGRAL DE SOJA DO CULTIVAR UFVTN 105AP EM RATOS
ALIMENTADOS COM DIETAS EQUILIBRADA E OBESOGENICA

Dissertagdo apresentada & Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncia da Nutricdo, para
obtencgdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 04 de agosto de 2010

Prof®. Sénia Machado Rocha Ribeiro Prof®. Neuza Maria Brunoro Costa
(Coorientadora) (Coorientadora)
i &
' gy ‘,nrl/
[ ATHAE Posig Losons gryms
Prof. Laércio dos Anjos Benjamim Prof:? Roberta Ribeiro Silva

ol

Prof®. Hércia Stampini Duarte Martino

(Orientadora)



Dedico este trabalho...

Aos meus queridos pais, Cléber e Aidé, que sempre me estimularam
a dar este grande passo, estando sempre ao meu lado

nos momentos dificeis e me aplaudindo

nos momentos de gloria.

Meu eterno agradecimento!



AGRADECIMENTOS

A DEUS que me concedeu o dom da vida e me deu forcas para concluir essa etapa.

A Hércia Stampini, pela orientacdo, oportunidade, carinho, apoio e amizade. Minha

mais profunda admiracdo e gratidao.

A Ana Cristina, que me ajudou em todas as etapas da pesquisa, compartilhando o
cansaco, as duavidas, as analises de laboratério e também pelos momentos de

descontracdes e risadas.

Ao Laércio dos Anjos, S6nia Machado e Neuza Brunoro, pelas contribuicGes,
orientagéo, sugestoes e ajuda no decorrer desse trabalho.

As estagiérias Crislaine, Béarbara e Carla pela ajuda na realizagio deste trabalho.
Ao Paulo pela ajuda na histologia.

Aos técnicos de laboratorio Cassiano, Eduardo e Sandra pela ajuda em algumas

analises.

Aos colegas de laboratorios: Vanessa, Jalia, Damiana, Erica, Vania, Gilson, Frederico e

Bruno pelas contribuic@es e pela convivéncia.

Aos meus pais, Cléber e Aidé, que me ampararam nos momentos de desespero e

nervosismo e foram fundamentais para que eu pudesse conciliar o trabalho e o estudo.
A Raquel Duarte, pela amizade e pelos momentos de descontrago.

Ao Helder, por todo carinho, amor, companheirismo, incentivo, compreensdo e

paciéncia.
Ao meu irmdo, Janior, pela amizade, torcida e incentivo.

Aos funcionarios da Secretaria de Saude e Educacdo da Prefeitura Municipal de Paula

Candido, MG pela amizade, apoio e compreensao.
Ao CNPq pela concesséo de bolsa parcial de estudos.
A0S meus avos e tios que torceram por mim.

E a todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizacéo deste trabalho.



“De tudo, ficaram trés coisas:

a certeza de que estamos sempre comegando...

a certeza de que € preciso continuar...

a certeza de que seremos interrompidos antes de terminar...”

(Fernando Sabino)



BIOGRAFIA

Glaucia Ferreira Andrade, filha de Cléber Teixeira Andrade e Aidé da Silva
Ferreira Andrade, nasceu em 02 de agosto de 1984, na cidade de Vigosa, Minas Gerais.

Iniciou o0 Curso de Nutricdo na Universidade Federal de Vigosa - MG em margo
de 2003, concluindo-0 em janeiro de 2008.

Em agosto de 2008 iniciou o Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia da
Nutricdo, nivel de mestrado, na Universidade Federal de Vicosa, submetendo-se a
defesa de dissertacdo em agosto de 2010.

Em fevereiro de 2009, foi contratada como nutricionista da Secretaria Municipal
de Saude de Paula Candido, MG, sendo, em marco de 2010, transferida, como
concursada, para a Secretaria Municipal de Educacdo do mesmo municipio onde

trabalha atualmente.



SUMARIO

ABREVIATURAS E SIGLAS ..ot viii
RESUMO .ottt et e e re e e e e e nna e e nes X
ABST RACT e Xii
1. INTRODUGAOQO GERAL ....oooteveeeeeeereeeeveeeee e 1

1.1. Referéncias bibliograficas ...........ccoccevveieieiie s 3
2. OBIETIVOS. ...ttt e et e e nee s 5
A T - | RS S PR 5
2.2. ESPECITICOS. ... 5
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt sen st 6
3.1, HiStOrICO 0a SOJA ..veuverveveieiieieiieie ettt 6
3.2. Estrutura @ COMPOSIGAO A8 SOJA ....vvveveereeierieniisieeie e 7
3.2.1. Proteina de SOJA .....ccvvveieiieiieeie et 8
3.2.2. Lipidios € ACIA0S graX0S ......c.cceveeieeruesiesieesieeieseesreeeesreenneanns 8
3.2.3. Carboidratos e fibras alimentares............ccoccovvveneneniniesennnnns 9
3.2.4. 1SOFIAVONAS ......eveeeee e 9
3.2.5. VIEAMINA E ..o 11
3.2.6. ACIHO FItICO .v.vvoeeieecicii et 11
3.3. Compostos antinutricionais Presentes Na SOJa .......cceoervereerereseeeeieenns 12
3.4. Compostos bioativos da soja e fatores de risco para DCNT................... 13
3.4.1. DisSlipIdemia ........cccceveiieiieiiece e 13
3.4.2. Peroxidacao de HPIidios ......ccccvevveieiieiieie e 16
3.4.3. Controle gliCEMICO .....ccoviiiiiiiee s 17
3.5. Dieta de Cafeteria .......cccvevviieieeieee e 18
3.6. Farinha de soja do cultivar UFVTN 105AP .......ccccccciiiieviieiiievie e, 19
3.7. Referéncias bibliografiCas...........cccocvveiviiiiciiice e 21
4. ARTIGOS

41. ARTIGO 1: COMPOSICAO QUIMICA E VALOR
NUTRICIONAL DE FARINHA INTEGRAL DE SOJA DO NOVO

CULTIVAR UFVTN 105AP ..ot 31
RESUIMO ..t 31
4. 1.1 INEFOTUGED vt 32
4.1.2. Materiais € MEOUOS .......coververierieiieieeieeeie e 33
4.1.3. RESUIAAODS ..ottt 39



4.1.4. DISCUSSED ....eveeuveirieiriesieeiestaesteeieseesteeaesseesseeseessaessaesseensessessees 42
4.1.5. CONCIUSAD ....ooovieeiic ettt 44
4.1.6. Referéncias Bibliograficas ...........cccccvevvivviiiieieie e, 45

4.2. ARTIGO 2: EFEITO METABOLICO DA INGESTAO DE
FARINHA INTEGRAL DE SOJA DO CULTIVAR UFVTN 105AP
EM RATOS ALIMENTADOS COM DIETAS EQUILIBRADA E

OBESOGENICA .....ooviitieiee ettt 48

RESUMIO .. 48

4.2. 1. INTFOTAUGED ... 50

4.2.2. Materiais € MEOUOS .......cveverierieiiriesieeeeeiesie e 51

4.2.3. RESUIAAODS ....c.voviiiiiiiciieieie e 62

4.2.4. DISCUSSED ...veviieiiierieiesiesie e st sies et sttt enee e e 68

4.2.5. CONCIUSED ...ovveieeie et 73

4.2.6. Referéncias Bibliograficas ...........ccocveiiieneiiiiineec e 74

5. CONCLUSAO GERAL ...ooveevcieeeteeeeseeeee e sse s nsa s 82

6. CONSIDERACOES FINAIS ....ooeveeveeeeeeeee et enesss s 83

T ANEXO ot 84
7.1. Aprovacao do projeto pelo comité de ética na experimentacao

animal (CETEA) da UFMG.........ccooiiiieeeeee s 85

vii



ABREVIATURAS E SIGLAS

AIN-93M: Dieta da American Institute of Nutrition para animais adultos (em fase de
manutencéo) for maintenance

ALT: Alanina aminotransferase

ANOVA: Analise de Variancia

AOAC: Association of Official Analytical Chemists

AST: Aspartato aminotransferase

AV: Altura das vilosidades do duodeno

BHT: Butilhidroxitoluol

BIOAGRO: Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
CAF: Dieta de cafeteria

CAFS: Dieta de cafeteria com farinha integral de soja
CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar

CETEA: Comité de Etica para Animais de Experimentacio
CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DCNT: Doengas crbnicas nao transmissiveis

DCV: Doengas cardiovasculares

DP: Desvio padrédo

EME: Espessura da camada muscular externa do duodeno
EMI: Espessura da camada muscular interna do duodeno
EUA: Estados Unidos da América

GH: Gordura hepdtica

HbG: Hemoglobina glicada

HDL-c: Lipoproteina de alta densidade
HMG-CoA-redutase: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
HPLC: Cromatografo liquido de alta eficiéncia

IHS: indices hepatossomético

IOM: Institute of Medicine

IP3: Inositol trifosfato

IP4: Inositol tetrafosfato

IP5: Inositol Pentafosfato

IP6: Inositol Hexafosfato

LDL-c: Lipoproteina de baixa densidade

LOX: Lipoxigenase
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MDA: Malondialdeido

NPR: Razdo Protéica Liquida

PC: Profundidade das criptas do duodeno

PDCAAS: Escore quimico corrigido pela digestibilidade
PER: Razéo da Eficiéncia Protéica

RDC: Resolucdo da Diretoria Colegiada

SAEG: Sistema de Anélises Estatisticas e Genéticas
TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
Ul: Unidade internacional

a — T: alfa - tocoferol

vy — T: delta - tocoferol

& — T: gama - tocoferol



RESUMO

ANDRADE, Glaucia Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto, 2010.
Efeitos metabodlicos da ingestdo de farinha integral de soja do cultivar
UFVTN 105AP em ratos alimentados com dieta equilibrada e obesogénica.
Orientadora: Hércia Stampini Duarte Martino. Co-orientadores: Sénia Machado
Rocha Ribeiro e Neuza Maria Brunoro Costa.

Com o melhoramento genético, surgem novos cultivares de soja (Glycine max
(L.) Merrill) com sabor melhorado e com composi¢do quimica modificada, conduzindo
a necessidade de estudos para avaliar a concentracdo de nutrientes e seus efeitos
metabolicos no organismo. Nesse estudo avaliou-se a composicao centesimal, o perfil
de &cidos graxos, a concentracao de inositois fosfato, de isoflavonas, de vitamina E e
isbmeros da farinha integral de soja. O seu efeito metabolico foi avaliado em ratos
machos Wistar adultos distribuidos em cinco grupos (n=10), durante 56 dias. O grupo
controle recebeu dieta AIN-93M, 0s grupos testes receberam dietas com substituicdo de
100% (100% PS) e 50% (50% PS) da caseina por proteina da farinha integral de soja,
dieta de cafeteria (CAF) e dieta de cafeteria com farinha integral de soja (CAFS). Foram
avaliados o ganho de peso dos animais e o consumo alimentar; a concentracgéo sérica de
triglicerideos, colesterol total, HDL-c, hemoglobina glicada, aspartato (AST) e alanina
(ALT) aminotransferase; a concentracdo de TBARS no soro, figado, pulméao, testiculo e
rins; o teor de lipidios nas fezes e o peso do figado. Foi calculada a quantidade de
gordura por area no figado e a histomorfometria do duodeno. A farinha integral de soja
apresentou 43,1% de proteina, 18,6% de lipidios, 12,9% de carboidratos e 9,9% de fibra
alimentar, sendo 8,5% da fracdo insolUvel. Foi encontrado em maior concentracao acido
graxo linoléico, mioinositol hexafosfato e y-tocoferol. Dentre as isoflavonas, observou-
se maior concentracao de genistina e daidzina na forma de malonil e glicosidios e menor
concentracdo das agliconas. N&o foi observado diferenca (p<0,05) no ganho de peso
entre 0s grupos experimentais, mas o consumo alimentar foi menor (p<0,05) nos grupos
CAF e CAFS. O nivel sérico de colesterol total no grupo AIN-93M néo diferiu (p>0,05)
dos grupos 50% PS e CAFS e foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e CAF. Porém o
grupo CAF néo diferiu (p<0,05) dos grupos 50% PS e CAFS. Os niveis séricos de
HDL-c foram menores (p<0,05) nos grupos 100% PS, CAF e CAFS, e maiores (p<0,05)
nos grupos AIN-93M e 50% PS. Os niveis de triglicerideos sanguineos foram menores
(p<0,05) nos grupos 100% PS e CAFS. Porém, o grupo CAFS néo diferiu (p>0,05) dos
grupos AIN-93M, 50% PS e CAF. Os grupos CAF e CAFS apresentaram maiores
(p<0,05) niveis séricos de hemoglobina glicada. A excrecdo fecal de lipidios foi maior
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(p<0,05) nos grupos CAF e CAFS, e menor (p<0,05) no grupo AIN-93M. O grupo
100% PS apresentou aumento da excregdo fecal de lipidios comparado aos grupos AIN-
93M e 50% PS. A porcentagem de gordura no figado foi maior (p<0,05) no grupo 100%
PS e menor (p<0,05) no grupo CAFS. Os niveis séricos de AST néo diferiram (p>0,05)
entre 0s grupos experimentais e de ALT foram maiores (p<0,05) nos grupos CAF e
CAFS. A concentragdo de TBARS no soro foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e
CAF e maior (p<0,05) nos grupos AIN-93M e CAFS. Os grupos CAF e CAFS
apresentaram maior (p<0,05) concentracdo de TBARS no figado. A concentracdo de
TBARS no pulméo foi maior (p<0,05) no grupo CAFS. A concentracdo de TBARS no
testiculo foi maior (p<0,05) nos grupos 50% PS, CAFS e CAF e menor (p<0,05) nos
grupos AIN-93M e 100% PS. A concentracdo de TBARS no rim foi maior (p<0,05) no
grupo CAF. A altura das vilosidades do duodeno foi maior (p<0,05) no grupo AIN-93M
e menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e CAF. A medida da profundidade das criptas
foi maior (p<0,05) nos grupos CAF e CAFS. A medida da espessura da camada
muscular externa do duodeno foi maior (p<0,05) no grupo CAFS. A medida da
espessura da camada muscular interna do duodeno do grupo CAFS foi superior (p<0,05)
aos grupos AIN-93M, 100% PS e CAF e nao diferiu do grupo 50% PS. O novo cultivar
de soja apresentou elevado teor de proteina, de isoflavonas e de &cidos graxos
poliinsaturados. A farinha integral de soja apresentou efeito na prevencdo de alguns
fatores de risco para doencas cardiovasculares quando ingerida junto a dieta equilibrada,
devido a sua acdo hipolipidémica, a capacidade de reduzir a peroxidacdo lipidica no
soro e ndo causou danos hepéticos. Porém, ndo apresentou esse efeito preventivo
quando ingerida com uma dieta obesogénica. A farinha integral de soja reduziu as
vilosidades intestinais na dieta equilibrada indicando que ela pode causar efeitos

prejudiciais sobre a absorcéo no intestino.
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ABSTRACT

ANDRADE, Glaucia Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2010.
Metabolic effects of intake of whole soy flour from the cultivar UFVTN
105AP in rats fed a balanced and obesogenic diet. Adviser: Hércia Stampini
Duarte Martino. Co-advisers: S6nia Machado Rocha Ribeiro and Neuza Maria
Brunoro Costa.

New cultivars of soybean (Glycine max (L.) Merrill) with improved flavor and
chemical composition have resulted from breeding. It demands studies to evaluate the
concentration of nutrients and their metabolic effects on the body. In this study,
assessments were carried out on the composition, fatty acid profile, and concentration of
inositol phosphate, isoflavones, vitamin E and isomers of soybean flour. The metabolic
effect was assessed in adult male Wistar rats divided into five groups (n = 10), during
56 days. The control group received AIN-93M, the test groups were fed diets with
replacement of 100% (100% PS) and 50% (50% PS) of casein by protein from soybean
flour, cafeteria diet (CAF) and cafeteria diet with soybean flour (CAFS). We evaluated
the weight gain of animals and food intake, serum triglyceride concetration, cholesterol,
HDL-c, glycated hemoglobin, aspartate (AST) and alanine aminotransferase (ALT); the
concentration of TBARS in serum, liver, lung, testis and kidney; and fat content in feces
and liver weight. The amount of fat in the liver area and histomorphometry of the
duodenum were calculated. Soybean flour presented 43,1% of protein, 18,6% of lipids,
12,9% of carbohydrate, 9,9% of dietary fiber, and 8,5% of insoluble fraction. Higher
concentrations of linoleic fatty acid, myo-inositol hexaphosphate and y-tocopherol were
found. Among the isoflavones, it was observed a higher concentration of genistein and
daidzein in the form of malonyl and glucosides, and lower concentrations of aglycones.
No differences were observed (p<0,05) in weight gain among the groups, but food
intake was lower (p<0,05) for CAF and CAFS. Serum levels of cholesterol in the AIN-
93M group did not differ (p>0,05) from the groups 50% PS and CAFS, and it was lower
(p<0,05) for 100% PS and CAF. However, CAF did not differ (p<0,05) from the groups
and 50% PS CAFS. Serum HDL-C levels were lower (p<0,05) for 100% PS, CAF and
CAFS, and higher (p<0,05) for AIN-93M and 50% PS. The levels of triglyceride were
lower (p<0,05) for 100% PS and CAFS. However, CAFS did not differ (p>0,05) from
the groups AIN-93M, 50% PS and CAF. The groups CAF and CAFS presented higher
(p<0,05) serum levels of glycated hemoglobin. Fecal excretion of fat was higher
(p<0,05) for CAF and CAFS, and lower (p<0,05) for AIN-93M. The group 100% PS
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presented increased fecal excretion of lipids compared to AIN-93M and 50% PS. The
percentage of liver fat was higher (p<0,05) in PS and 100% and lower (p<0,05) in
CAFS. Serum levels of AST did not differ (p>0,05) among the experimental groups,
while serum ALT levels were higher (p<0,05) for CAF and CAFS. The concentration of
TBARS in serum was lower (p<0,05) for 100% PS and CAF, and higher (p<0,05) for
AIN-93M and CAFS. The groups CAF and CAFS presented higher (p<0,05) TBARS
concentration in the liver. The concentration of TBARS in the lungs was higher
(p<0,05) in CAFS. The TBARS concentration in the testis was higher (p<0.05) for 50%
PS, CAF and CAFS, and lower (p<0,05) for AIN-93M and 100% PS. The concentration
of TBARS in kidney was higher (p<0,05) for CAF. The height of the villi of the
duodenum was higher (p<0,05) for AIN-93M and smaller (p<0,05) for 100% PS and
CAF. The measurement of crypt depth was higher (p<0,05) for CAF and CAFS. The
measurement of the thickness of the outer muscle layer of the duodenum was higher
(p<0,05) in CAFS. The measurement of the thickness of the inner muscular layer of
duodenum group CAFS was higher (p<0,05) for the groups AIN-93M, 100% PS and
CAF and did not differ from 50% PS. The new cultivar presented high levels of protein,
isoflavones and polyunsaturated fatty acids. Soybean flour was effective in preventing
some risk factors for cardiovascular diseases when ingested with the diet, due to its
hypolipidemic action and the ability to reduce lipid peroxidation in serum. Besides, it
did not cause liver damage. However, this preventive effect was not observed when it
was ingested with a obesogenic diet. Soybean flour in the balanced diet reduced the
intestinal villi, indicating that it may have detrimental effects on the absorption in the

intestine.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Os hébitos de vida modernos afetam varios paises que vivenciam uma transicao
dos padrdes nutricionais, inclusive o Brasil. A desnutricdo da lugar a obesidade, que é
um dos principais fatores de risco para inUmeras doencas prevalentes na sociedade
moderna, incluindo dislipidemias e diabetes mellitus tipo 2, duas condigOes
intimamente relacionadas com doencas cardiovasculares (PEREIRA et al., 2003;
DINELLI & MORAIS-PINTO, 2008). Contrariamente a esse aumento das doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNT), associado a obesidade, tem-se observado um
aumento na expectativa de vida da populacdo e uma maior preocupacao da sociedade
com a salde e a estética, 0 que tem aumentado o interesse mundial pelos alimentos que
possam causar beneficios a satde (PENHA et al., 2007).

E nessa perspectiva que a soja tem sido amplamente estudada como um alimento
funcional, pois além da elevada concentracdo e qualidade de sua proteina, contém
compostos bioativos que apresentam efeitos bioldgicos benéficos a salde humana
(DEMONTY et al., 2002; WILSON et al., 2007; XIAO, 2008), contribuindo para a
reducdo dos fatores de risco de doencas cardiovasculares (DCV), diabetes mellitus tipo
2 e aterosclerose.

Varios estudos tém investigado o efeito da substituicdo da proteina animal por
proteina de soja, e tém encontrado efeito positivo, especialmente no metabolismo de
lipidios (ROSELL et al.,, 2004; HOIE et al., 2005; CHAGAS et al., 2006;
SAWASHITA, 2006; WILSON et al.,, 2007; SIRTORI et al., 2009). Algumas
evidéncias mostraram-se favoraveis a acao direta da proteina e, ou peptideos em lugar
de outros componentes quimicos presentes na soja (FUKUI et al., 2004; SACKS et al.,
2006), e outras mostraram que o efeito hipocolesterolemiante da proteina de soja esta
associado a presenca da isoflavonas (DEMONTY et al., 2002; WILSON et al., 2007),
que tambeém tem acdo antioxidante, auxiliando na reducdo da peroxidacdo de lipidios
(HENEMAN et al., 2007; CEDERROTH & NEF, 2009; NAGARAJAN, 2010;
OLIVEIRA et al., 2010).

Os efeitos da proteina da soja e da isoflavona, tém sido investigados de forma
isolada ou associados entre si, 0 que, muitas vezes, ndo demonstra a realidade do
consumo da soja de forma integral, uma vez que a soja também contém fibras
alimentares e 4cidos graxos poliinsaturados, assim como fitatos, inibidores de proteases
e lipoxigenase que apresentam propriedades antinutricionais e, a0 mesmo tempo,

funcionais.



O novo cultivar de soja UFVTN 105AP, destinado a alimentacdo humana,
oferece elevada concentracdo de proteina e € isento das enzimas lipoxigenases com o
intuito de melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais da soja. Com o
desenvolvimento desse novo cultivar, surge a necessidade de avaliar os seus efeitos,

benéficos ou adversos, no organismo associados a uma dieta equilibrada e obesogénica.
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2. OBJETIVOS

2.1- GERAL

Avaliar os efeitos metabolicos da ingestdo de farinha integral de soja do cultivar

UFVTN 105AP em ratos alimentados com dieta equilibrada e obesogénica.

2.2 — ESPECIFICOS

e Caracterizar a composicdo quimica centesimal, o valor nutricional e os

compostos bioativos da farinha integral de soja;

e Avaliar os efeitos da ingestdo da farinha integral de soja no ganho de peso e

consumo alimentar de ratos alimentados com dietas equilibrada e obesogénica;

e Auvaliar os efeitos da ingestdo da farinha integral de soja no metabolismo de
lipidios e de carboidratos, na peroxidacdo de lipidios e na histomorfometria
intestinal e hepética de ratos alimentados com dietas equilibrada e obesogénica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Histdrico da soja

A soja (Glycine Max. (L) Merril) ¢ uma leguminosa, originaria da China,
domesticada héa cerca de cinco mil anos (PAULA, 2007) e s6 foi introduzida na Europa
no final do século XV. Nos Estados Unidos (EUA) a soja passou a ser cultivada no
século XX, sendo que seu processamento visava apenas a obtencdo de 6leo. Apds a
Segunda Guerra Mundial, quando uma deficiéncia mundial de proteinas para a
alimentacdo humana foi detectada, deu-se atencdo especial a soja, ocorrendo grandes
avancos em novas tecnologias para a viabilizacdo e aceitagdo de suas proteinas na
alimentacdo humana (SILVA, 2007). Atualmente, os EUA ocupa o primeiro lugar no
ranking dos maiores produtores de soja (EMBRAPA, 2010).

Ja no Brasil, a soja chegou com os imigrantes japoneses, em 1908, mas foi
inserida oficialmente no Rio Grande do Sul apenas em 1914 (SGARBIERI, 1996).
Porém, a ampliacdo do cultivo ocorreu apenas nos anos 70, com o aumento da producéo
e demanda internacional de 6leo se tornando hoje o segundo maior produtor mundial. A
partir de 1975, a producdo de soja no Brasil tem sido expandida para outras regides,
além da regido Sul (EMBRAPA, 2010). Em 2003, a regido Centro-Oeste passa a ser
destaque na producéo brasileira de soja, especialmente no estado do Mato Grosso, que,
atualmente, lidera o ranking da producdo nacional, seguido do Parané e Rio Grande do
Sul (CONAB, 2010).

A soja € considerada a cultura de maior importancia mundial e é o produto
agricola que sofreu maior expansdo do seu cultivo no Brasil e no mundo. Porém, o
consumo de seus grdos nao faz parte do habito alimentar brasileiro, mesmo
apresentando essa alta produtividade e sendo considerada um alimento com varias
propriedades nutricionais e funcionais. As razdes para esse baixo consumo ainda sao
atribuidas ao sabor e odor indesejaveis ocasionados pela presenga da enzima
lipoxigenase que catalisa a oxidagdo dos &cidos graxos insaturados, também presentes
na soja (CARVALHO, 2009).

Como uma alternativa para melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos
derivados de soja e aumentar sua aceitagdo pelo consumidor, programas de
melhoramento - Programa de Melhoramento de Soja para Consumo Humano, em
desenvolvimento no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da
Universidade Federal de Vigosa (BIOAGRO-UFV) - tém desenvolvido cultivares
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destituidos de lipoxigenases, por meio de retrocruzamentos, uma vez que a sua
eliminacdo genética é considerada a forma mais eficiente de reduzir o beany flavor
(CARVALHO, 2009).

3.2. Estrutura e composi¢ao da soja

Em geral, os cultivares de soja possuem aproximadamente 8% de casca, 90% de
cotiledone, onde esta o0 maior percentual de proteinas e lipidios, e 2% de hipocotilédone.
A composicdo da soja e de suas partes estruturais depende de muitos fatores, incluindo
cultivares, estacdo de crescimento, localizacdo geografica e clima (CIABOTTI et al.,
2006).

A composi¢do quimica da soja, em base seca, constitui-se de 30 a 45% de
proteinas, de 15 a 25% de lipidios contendo &cidos graxos essenciais como o linoléico e
alfa-linolénico, de 20 a 35% de carboidratos e cerca de 5% de cinzas, na qual estdo
presentes cobre, ferro, fosforo, zinco, potassio, manganés, magnésio, vitaminas do
complexo B e vitamina E (PEREIRA & OLIVEIRA, 2004; PAULA, 2007).

Além desses nutrientes, a soja possui fibras alimentares, principalmente
insoluveis, fitatos e isoflavonas, que juntamente com a boa qualidade de sua proteina, a
qualificam como alimento funcional, uma vez que esses compostos produzem efeitos
benéficos a salde, auxiliando na reducdo dos riscos de algumas doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT), como obesidade, dislipidemias e diabetes tipo 2 (BEHRENS &
SILVA, 2004; WILSON et al., 2007).

Apesar destes compostos benéficos a saude, a soja contém fitoquimicos com
efeitos antinutricionais como inibidores de proteases, lectinas, saponinas,
oligossacaridios, enzimas lipoxigenases e urease (BELLAVER & SNIZEK, 1999,
OLGUIN et al., 2003) que podem prejudicar a absorcdo de alguns nutrientes. Porém,
estes compostos podem ser inativados e, ou removidos com algum tipo de
processamento e com o melhoramento genético. Martino et al. (2007) verificaram que o
tratamento do gréo de soja a 150° por 30 minutos foi eficaz na eliminacdo da atividade
de urease, indicando reducgéo dos inibidores de tripsina, sem prejudicar a qualidade da

proteina.



3.2.1. Proteina de soja

A soja é a leguminosa que apresenta 0 maior teor de proteina, variando de 30 a
45% em base seca, podendo contribuir para o fornecimento de calorias, aminoacidos
essenciais e nitrogénio na nutricdo humana e animal (L1U, 1997).

Com base nas fungdes bioldgicas no tecido vegetal, as proteinas da soja sdo de
dois tipos: proteinas de reserva e metabdlicas. As proteinas metabodlicas 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
germinacdo. Estas proteinas apresentam-se em maior propor¢do na soja (LI1U, 1997),
destacando-se a glicinina e B-conglicinina (MORAIS et al., 2006).

A soja é também importante fonte de peptideos bioativos. Varios peptideos
bioativos foram identificados, nas quais incluem as subunidades de glicinina e -
conglicinina, bem como em inibidores de tripsina Kunitz e Bowman-Birk. Os peptideos
da soja conttm uma sequéncia de aminoacidos com atividade anti-hipertensiva,
antioxidante, anticolesterolémica e preventivas contra o cancer (MEJIA & LUMEN,
2006; SARMADI & ISMAIL, 2010).

A proteina da 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 sdo pobres nesse aminoacido.
Apresenta como limitacdo apenas a deficiéncia em aminoacidos sulfurados, em que a

metionina é o mais limitante, seguida pela cisteina e treonina (LI1U, 1997).

3.2.2. Lipidios e &cidos graxos

O teor de lipidios no grdo de soja varia entre 15 e 25% (PEREIRA &
OLIVEIRA, 2004), incluindo pigmentos, fosfolipidios e &cidos graxos livres em sua
composicdo (GARCIA et al., 1997). Seu teor e sua composi¢cdo podem ser afetados
pelas diferencas de variedade e pelos véarios fatores geograficos e do meio ambiente,
principalmente condic¢des climaticas (HAMMOND et al., 2005).

O oleo e os produtos de soja s@o boa fonte de acidos graxos essenciais ao
organismo humano (LIU, 1997). Esteves et al. (2010) analisaram o perfil lipidico de
dois cultivares de soja e encontraram, aproximadamente, 63% de &cido graxo

poliinsaturado, sendo 55% de &cido linoléico e 8% de &cido linolénico; 22% de &cido



graxo monoinsaturado (acido oléico); e 15% de &cido graxo saturado, sendo 11% de
acido palmitico e 4% de &cido esteérico.

Os 4acidos graxos linoléico e linolénico, encontrados na soja, sdo considerados
essenciais, porque ndo sao sintetizados pelo organismo humano. Esses acidos graxos
competem pelas enzimas envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e alongamento da
cadeia. Embora essas enzimas tenham maior afinidade pelos acidos da familia 6mega-3,
a conversdo do &cido alfa-linolénico em &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa é
fortemente influenciada pelos niveis de acido linoléico na dieta. Assim, a razdo entre a
ingestdo diaria de alimentos fontes de &cidos graxos dmega-6 e dmega-3, como a soja,

assume grande importancia na nutricdo humana (MARTIN et al., 2006).

3.2.3. Carboidratos e fibras alimentares

A porcdo de carboidratos do grdo de soja corresponde, em média, a 35% em
base seca, constituindo o segundo maior componente da soja. Entretanto,
comercialmente, séo menos importantes que os lipidios e as proteinas (LIU, 1997).

O principal carboidrato soluvel da soja imatura € a glicose. Com o
amadurecimento do grdo, este acUcar desaparece, predominando os aclcares nao-
redutores, como sacarose, rafinose e estaquiose (PAULA, 2007). Os carboidratos
insolGveis da soja, também considerados fibras alimentares, sdo a celulose,
hemicelulose, pectina e aproximadamente 1% de amido, os quais estdo localizados nas
paredes celulares e materiais intersticiais. A casca da semente corresponde a
aproximadamente 8% do peso seco do grdo integral e contém cerca de 86% de
carboidratos complexos, contribuindo, assim com a maior proporcdo de carboidratos
insolGveis do grdo de soja (LI1U, 1997).

A farinha integral de soja possui um teor total de fibra alimentar de 9,0% a
16,5% (REDONTO-CUENCA et al., 2006). Destes, 75 a 85% estdo na forma insoltvel,
com baixa viscosidade e resistente, apenas parcialmente fermentada no colon (SILK et
al., 2001).

3.2.4. Isoflavonas

As isoflavonas sdao uma subclasse de um grande grupo chamado flavondides em
que as sementes de soja destacam-se como principal fonte. Em funcédo de sua atividade
estrogénica em humanos, sao também conhecidas como fitoestrogenos (CEDERROTH
& NEF, 2009).



O gréo de soja contém basicamente trés tipos de isoflavonas que se apresentam
normalmente em quatro diferentes formas: glicosiladas (daidzina, genistina e glicitina);
acetilglicosiladas (acetildaidzina, acetilgenistina e acetilglicitina); malonilglicosiladas
(malonildadzina, malonilgenistina e malonilglicitina) e na estrutura ndo conjugada
aglicona (daidzeina, genisteina e gliciteina) (PEREIRA & OLIVEIRA, 2004; KAO et
al., 2007). A quantidade de isoflavonas nos alimentos & base de soja varia muito e
depende do produto, das técnicas de processamento usadas na sua producdo, da
variedade do gréo, solo, clima e local de plantio (BENNET et al., 2004).

Estdo presentes no vegetal primariamente como glicosideos: malonilglicosideos
e glicosideos desesterificados (daidzina, genistina e glicitina), sendo que
acetilglicosideos e agliconas podem ser formados durante o processamento (PARK et
al., 2002). Kao et al. (2007) observaram um aumento de 50% do contetdo de
acetilglicosideos e agliconas apds o aquecimento de farinha de soja a 200°C por 10
minutos. No entanto, em um periodo de 30 minutos os acetilglicosideos foram
totalmente eliminados e as agliconas triplicaram, sugerindo que os acetilglicosideos
guando submetidos a altas temperaturas se convertem as suas respectivas formas
agliconas. Esse aumento de agliconas melhora a bioatividade das isoflavonas.

A concentracdo de isoflavonas (genisteina, daidzeina e gliciteina) varia de 2,0 a
2,4 mg/g de produto na proteina texturizada de soja, na farinha de soja e granulos de
soja enquanto que na proteina isolada de soja variam de 0,62 a 0,99 mg/g (DWYER et
al.,, 1994). Os produtos tradicionais fermentados (miso, tempeh) contém altas
concentracfes das formas agliconas, genisteina e daidzeina, resultantes da acédo
enzimética da B-glicosidase, enquanto produtos ndo-fermentados, como gréos secos,
extratos hidrossoluveis de soja, farinha de soja e tofu, contém altas concentracdes dos
glicosidios, genistina e daidzina (WANG & MURPHY, 1994).

Apos a ingestdo, as isoflavonas glicosidicas sdo hidrolisadas as suas formas
agliconas pelas enzimas hidroliticas produzidas pelas bactérias intestinais, liberando as
formas agliconas livres, bem como os produtos desmetilados. Antes da absorcdo, as
bactérias intestinais podem metabolizar as isoflavonas agliconas em seus metabdlitos
que também sdo absorvidos. Apos a absorcéo no intestino delgado, as isoflavonas séo
conjugadas, no figado, com acido glicuronico ou sulfato produzindo as formas medidas
nos fluidos bioldgicos. Assim, como os estrdgenos enddgenos, as isoflavonas sao
excretadas através da urina e da bile (SHELNUTT et al., 2002; ROWLAND et al.,
2003).
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As isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) sdo mais
biodisponiveis do que as formas glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina), pois séo
absorvidas diretamente ou convertidas aos seus metabolitos. A absor¢do intestinal varia
muito entre os individuos e pode estar relacionada a ingestao de fibras alimentares, ao
tipo de alimento (solido ou liquido) e as condi¢bes da microflora intestinal. Estudo
realizado por Cassidy et al. (2006) demonstrou que alimentos derivados de soja na
forma liquida s@o mais rapidamente absorvidos do que os sélidos.

3.2.5. Vitamina E

Vitamina E é a denominagdo genérica de oito compostos lipossollveis, sendo
quatro tocoferois e quatro tocotriendis cada um dos quais com atividades bioldgicas
especificas (AZZl & STOCKER, 2000; FERRARI, 2001; HENSLEY et al., 2004;
BATISTA et al., 2007). Os a-, B-, y- e d-tocoferdis ocorrem como misturas em 0leos
vegetais e sdo os antioxidantes naturais mais importantes em gorduras (HRAS et al.,
2000), sendo o a-tocoferol o mais potente antioxidante (BATISTA et al., 2007).

O ¢6leo de soja contém uma mistura dos quatro homdlogos de tocoferol (a, B, vy €
d-tocoferdis) cujas concentracOes relativas sdo 4-10%, 1-3%, 60-66% e 24-29%,
respectivamente. O 6leo de soja bruto contém de 1300 a 1600 ppm de tocoferol antes de
processado, enquanto o dleo refinado contém entre 800 e 1100 ppm (EVANS et al.,
2002).

3.2.6. Acido fitico

O écido fitico ou inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato € encontrado em alimentos de
origem vegetal, principalmente em cereais e leguminosos (FILGUEIRAS et al., 2009).
A soja apresenta cerca de 1,0 a 1,5% de fitatos, em base seca, o que representa de 51,4 a
57,1% do total de fosforo das sementes (LIU, 1997). Os fitatos podem reduzir a
biodisponibilidade de alguns minerais como o zinco, calcio, cobre, ferro, magnésio,
manganés e molibdénio por meio de quelacdo. O efeito de fitatos sobre a
biodisponibilidade de minerais ¢ influenciado pela presenca de outros minerais na dieta,
pela associacdo com proteinas, pelo tratamento térmico, pela forma de processamento
do alimento e pelo pH do meio (FILGUEIRAS et al., 2009).

O fitato também interage fortemente com residuos basicos de proteinas por meio
de acdo inibidora sobre varias enzimas importantes no sistema digestivo, como pepsina,

tripsina e alfa-amilase. Por apresentar essas propriedades, o fitato foi considerado como
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fator antinutricional por muito tempo. Atualmente, o fitato tem sido apontado como um
potente antioxidante (FILGUEIRAS et al., 2009). A acdo antioxidante do fitato é devido
a sua capacidade de quelar com o ferro, tornando-o cataliticamente inativo, o que
impede a formacdo de radicais livies (ENGELMAN et al., 2005; FILGUEIRAS et al.,
2009).

Além de sua atividade antioxidante, o acido fitico tem demonstrado capacidade
de reduzir os niveis sanguineos de colesterol, triglicerideos (JARIWALLA et al., 1990;
ZHOU & ERDMAN, 1995) e glicose (KIM et al., 2010) em ratos.

3.3. Compostos antinutricionais presentes na soja

A s0ja, pelas suas qualidades nutricionais, facilidade de adaptacédo a quase todas
as regibes do globo, alta producéo e facilidade de cultivo, pode ser considerada um
alimento com grande potencial de uso na alimentacdo humana. Entretanto, apresenta
alguns fatores antinutricionais que impedem que a mesma seja utilizada in natura na
formulacéo de dietas comerciais (CARVALHO, 2009).

A soja crua deve ser processada antes de sua utilizacdo na alimentacdo, porque
contém fatores antinutricionais que podem causar efeitos deletérios ao organismo
humano. Os principais fatores antinutricionais que devem ser levados em consideracao
séo: inibidores de tripsina e quimiotripsina (Kunitz e Bowman-Birk), lectinas, glicinina,
R-conglicinina, lipase e lipoxigenase (BELLAVER & SNIZEK, 1999).

Os inibidores de tripsina e quimiotripsina, presentes na soja, sdo proteinas
presentes em leguminosas, capazes de inibir as atividades das enzimas pancreaticas
tripsina e quimotripsina, respectivamente, impedindo a digestdo protéica e,
consequentemente, o0 aproveitamento das proteinas da soja pelo organismo. Essa
inibicdo pode causar hipertrofia ou hiperplasia pancreatica e inibicdo do crescimento
em animais jovens alimentados com leguminosas cruas, devido a excessiva perda fecal
de proteina secretada pelo pancreas, visto que as enzimas pancreaticas sdo ricas em
aminoéacidos sulfurados e esta perda endogena ndo pode ser compensada pela ingestdo
de proteina de leguminosas (SILVA & SILVA, 2000).

As lectinas sdo encontradas em uma ampla variedade de espécies de plantas e
animais; entretanto, estas substancias estdo presentes em maior quantidade em grédos de
leguminosas e gramineas (SILVA & SILVA, 2000). Elas podem interferir no
metabolismo de animais e do homem. Algumas lectinas, ao contrario de outras

proteinas, sdo resistentes a hidrélise enzimatica no trato digestivo, sendo recuperadas
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intactas, e ainda biologicamente ativas nas fezes dos animais. Sobrevivendo a acdo das
enzimas do trato digestdrio, estas lectinas podem reagir com as células epiteliais do
intestino, e de modo cumulativo, trazer complicagfes a quem as consomem. As lectinas
tém habilidade de se ligarem a receptores especificos do epitélio intestinal, e essa
interacdo interfere na absorcdo e na utilizacdo dos nutrientes da dieta, causando baixo
desempenho no desenvolvimento de animais (RITT, 2005).

As proteinas antigénicas glicinina e -conglicinina, presentes na soja, podem
provocar reacdes de hipersensibilidade transitdria na mucosa intestinal, principalmente
em animais recém-desmamados, provocando alteracbes na morfologia da mucosa
intestinal, com encurtamento das vilosidades e aumento da profundidade da cripta, em
consequéncia de aumento da taxa de mitose e de migracdo dos enterécitos para as
vilosidades. Em decorréncia disso, verifica-se reducdo do numero de enterdcitos
maduros nas vilosidades e, portanto, reducdo da capacidade absortiva no intestino
(BERTOL et al., 2001; CARUSO e DEMONTE, 2005).

3.4. Compostos bioativos da soja e fatores de risco para DCNT

3.4.1. Dislipidemia

O consumo de proteina da soja causa reducéo significativa de colesterol sérico e
triglicerideos em humanos (HUFF et al., 1977; ANDERSON et al., 1995; REYNOLDS
et al., 2006; SIRTORI, 2007) e em animais (DURANTI et al., 2004; SIRTORI et al.,
2009; ESTEVES et al., 2010). Esse efeito da proteina da soja sobre o metabolismo de
lipidios tem sido descrito desde 1940 (MEEKER & KESTEN, 1941); porém, ainda ndo
ha evidéncias suficientes a respeito dos efeitos, bem como dos componentes que podem
estar associados (ANTHONY et al., 1996).

Durante as décadas de 70 e 80, os estudos de composic¢éo de aminoécidos foram
intensificados na tentativa de explicar o efeito da ingestdo de proteina da soja nos
lipidios séricos (HUFF et al., 1977; HUFF & CARROLL, 1980; BALOGUN, 1982;
NAGATA et al., 1982). Uma das hipéteses foi que os aminoacidos lisina e metionina da
caseina sdo mais hipercolesterolemiantes do que arginina. Neste contexto, a soja, por
conter baixa concentracdo de metionina e alta concentragédo de arginina, tende a reduzir
este efeito adverso (WILSON et al., 2007). Outra hipétese seria o fato da metionina ser
um precursor da homocisteina, que ¢ um fator de risco cardiovascular independente

(TORRES et al.,, 2006). Ratos alimentados com dieta contendo proteina de soja
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apresentaram menor concentracdo sérica de homocisteina do que aqueles alimentados
com dieta de caseina (TOVAR et al., 2002). Da mesma forma, em humanos, a ingestdo
de soja € inversamente associada com niveis séricos de homocisteina, indicando que a
substituicdo de proteina animal pela proteina de soja pode resultar em niveis mais
baixos de homocisteina, reduzindo potencialmente o risco de doenca coronariana
(TORRES et al., 2006).

No entanto, Kern et al. (2002) avaliaram o efeito do isolado protéico de soja
suplementado com metionina e obteve efeito hipolipidémico em relacdo a caseina que
continha quantidade equivalente de metionina. Estes resultados indicam a possibilidade
de que ndo s6 a proteina, mas também as isoflavonas associadas as proteinas estariam
envolvidas no mecanismo para reduzir as concentracbes de lipidios séricos
(KOTSOPOULOS et al., 2000; DEWELL et al., 2002).

A partir dos anos 90, muitos estudos tém sido realizados com compostos de
isoflavona (BALMIR et al., 1995; ANTHONY et al., 1996). Estes componentes
quimicos mostraram efeitos hipocolesterolémicos quando associados a proteina da soja
(ADAMS et al., 2002; DOUGLAS et al., 2006). Entretanto, diferentes estudos com
suplementacédo da isoflavona em humanos (SIMONS et al., 2000; HOWES et al., 2000;
MEINERTZ et al., 2002) e em animais (GREAVES et al., 1999; GREAVES, 2000),
ndo demonstraram reducdo significante da concentracdo sérica do colesterol total ou
LDL-c. Por outro lado, a remocao destes compostos do isolado protéico da soja alterou
os resultados observados pelo efeito de ingestdo nos niveis de colesterol total e
trigliceridios (FUKUI et al., 2002; DURANTI et al., 2004).

O numero de estudos foi intensificado nos ultimos anos, o que resultou em
evidéncias sobre os efeitos benéficos do consumo da proteina da soja no metabolismo
de lipidios. Os efeitos observados inicialmente em animais hipocolesterolémicos foram
confirmados em diversos estudos conduzidos em humanos (TONSTAD et al., 2002;
ROSELL et al., 2004; REYNOLDS et al., 2006).

Um possivel mecanismo deste efeito hipocolesterolémico de proteinas da soja
seria a formacdo de peptidios ndo digeriveis no trato gastrintestinal que aumenta a
excrecdo fecal de esterdides, aumentando a sintese hepatica de &cidos biliares e
consequentemente os receptores de LDL-c, aumentando a captagdo e oxidacdo de
colesterol no figado (BELLEVILLE, 2002). Uma segunda hipdtese, sugerida em
estudos com animais, seria a relacdo entre 0s amino&cidos lisina/arginina, que
alterariam a relacao insulina/glucagon quando alimentados com proteinas de soja, ja que

0 aumento na proporc¢éo insulina/glucagon provoca eventual aumento do risco de DCV,
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resultado da acdo hiperlipidémica e aterogénica desta relacdo (SANCHEZ &
HUBBARD, 1991; DEMONTY et al.,, 2002; TORRES et al., 2006). Além disso,
aminoacidos das proteinas da soja e isoflavonas parecem exercer acdo sinérgica sobre a
melhoria do metabolismo de lipidios e ativacdo de receptores de LDL-c (SANTANA et
al., 2008).

A atuagdo das isoflavonas sobre o receptor B-estrogénico presente no figado, tem
como consequéncia a melhora do perfil lipidico sérico, possibilitado pelo incremento no
numero de receptores hepaticos de LDL-c, favorecendo o catabolismo de colesterol. As
isoflavonas também estimulam a [-oxidacdo dos acidos graxos em varias espécies
animais, incluindo o homem (TORREZAN et al., 2008). Banz et al. (2004) mostraram
que ratos Zucker, geneticamente obesos, ap6s o tratamento com isoflavona,
apresentaram reducdo do peso corporal e do conteudo de gordura, reduzindo o risco de
lipotoxicidade hepética e, consequentemente, diminuicao do risco de esteatose (TOVAR
et al., 2005).

As proteinas de reserva [-conglicinina e glicinina, presentes na soja (MORAIS
et al., 2006), também tem apresentado efeito hipolipemiante. Fukuy et al. (2004)
encontraram que a B-conglicinina promoveu redugdo na sintese de acidos graxos no
figado e maior excrecdo fecal de acidos graxos em ratos e Moriyama et al. (2004)
encontraram que a B-conglicinina induziu a 3-oxida¢ao diminuindo a sintese hepética de
acidos graxos e inibiu a absorcdo de triglicerideos em camundongos normais e
geneticamente obesos em condicdes de restricdo energética. Duranti et al. (2004)
também encontraram efeito hipocolesterolémico da proteina glicinina em ratos Sprague-
Dawley.

As fibras alimentares presentes na soja também tém importante papel na reducéo
do colesterol sanguineo, uma vez que elas aumentam a excrecdo de &cidos biliares e
colesterol da dieta, fazendo com que o figado remova colesterol do sangue para a
sintese de novos acidos biliares. E embora ainda haja controvérsias no mecanismo exato
da sintese de &cidos biliares, triglicerideos e LDL-c em relacéo as fibras alimentares, o
papel de diferentes fibras alimentares na reducdo do colesterol plasmatico vem-se
confirmando cada vez mais. As fibras alimentares também sdo conhecidas como
coadjuvantes no controle do sobrepeso, devido a sensacdo de saciedade e contribuicdo
de baixa ingestdo energética que promovem. Mas o consumo de suplementos a base de
fibras alimentares parece ndo proporcionar os mesmos beneficios que uma dieta rica
neste componente (GALISTEO et al, 2008; PAPATHANASOPOULOS &

CAMILLERI, 2010).
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3.4.2. Peroxidacéo de lipidios

A peroxidacdo de lipidios € decorrente da presenca de radicais livres que podem
ser eliminados por substancias antioxidantes da dieta. Sua iniciagdo, propagacao e
terminacdo dependem de fatores como estresse oxidativo e a presenca de acidos graxos
poliinsaturados, podendo variar entre os diferentes orgdos e tecidos (LIMA &
ABDALLA, 2001).

As isoflavonas, principalmente a genisteina, possuem acdo antioxidante, por
eliminar os radicais livres no organismo, defendendo-o contra acdo maléfica desses
compostos. Este efeito deve-se a capacidade das isoflavonas em doar atomos de
hidrogénio para os radicais livres, tornando-os menos reativos. Outro possivel
mecanismo de eliminacdo desses radicais livres pelas isoflavonas é por aumentar as
concentragfes das enzimas antioxidantes, melhorando a defesa do organismo
(ENGELMAN et al., 2005; RIOs et al., 2008).

Com relacdo aos efeitos benéficos sobre a aterogénese, acredita-se que uma dieta
rica em isoflavonas torna as LDL-c resistentes a oxidacdo, impedindo a geracdao de uma
cascata de eventos que produz placas ateroscleréticas, tornando o consumo de soja um
fator protetor contra a aterosclerose (SACKS et al., 2006; MATEOS-APARICIo et al.,
2008). O mecanismo proposto para a reducdo da peroxidacdo de lipidios pelas
isoflavonas estd relacionado ao possivel efeito deste composto na eliminagdo dos
radicais peroxil lipidio-dependente e inibicdo da oxidacdo de LDL-c cobre-dependente
(DAMASCENO et al., 2007).

A composicdo de &cidos graxos dos lipidios de soja também é um fator a ser
considerado na associagdo entre a ingestdo de soja e beneficios a satde. Varios autores
ressaltam os beneficios da ingestdo de gordura poliinsaturada (AGUILLERA et al.,
2001; CARVALHO et al., 2003; CORSINI et al., 2008) devido a sua importancia na
fluidez das membranas celulares (CARVALHO et al., 2003), enquanto outros autores
questionam, uma vez que eles sdo facilmente oxidados podendo causar lesdes
ateroscleroticas (ARAUJO, 2007; MACQUEEN et al., 2007).

Os fitatos, presentes nos gréos de soja, apresentam efeitos positivos sobre a
salde devido a sua acdo antioxidante (MARTINEZ DOMINGUEz et al., 2002; LEE et
al., 2007), por meio da quelagdo com o ferro. Assim ha supresséo da catalise desse ion
nas reacdes oxidativas e gera uma forte funcdo antioxidante na preservacdo de

sementes. O 4&cido fitico pode inibir a peroxidacdo de lipidios acelerando a auto-
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oxidacgdo de ions ferrosos para ions férricos, formando quelatos férricos, inativando-os
cataliticamente (QUIRRENBACH et al., 2009).

3.4.3. Controle glicémico

As isoflavonas tém mostrado efeito no controle do diabetes, uma vez que ela
apresenta papel modulador no metabolismo de glicose, devido a sua semelhanca
estrutural ao hormonio estrogénio (CEDERROTH &NEF, 2009). Em estudos realizados
com ratas ovariectomizadas, que receberam dietas suplementadas com isoflavonas, foi
observada reducdo na glicemia, mostrando que as isoflavonas presente na soja também
contribuem para controle glicémico (TORREZAN et al., 2008; RAMOS et al., 2008). O
efeito das isoflavonas na reducdo da glicemia pode ser explicado pelo estimulo na
produgdo de insulina pelas células B do pancreas, causados pela genisteina, aumentando
assim, a captacdo de glicose pelas células e, consequentemente, sua reducdo na corrente
sanguinea (ESTEVES & MONTEIRO, 2001). Jonas et al. (1995) avaliaram os efeitos
agudos da genisteina no estimulo a secrecdo de insulina em células B do pancreas de
camundongos e observaram que a genisteina provocou aumento na liberacdo de
insulina.

As fibras alimentares, também presentes nos graos de soja, sdo efetivas no
controle da glicemia (PENHA et al., 2007). Elas podem reduzir a taxa de esvaziamento
gastrico, aumentar o peristaltismo do intestino curto e tornar lenta a velocidade de
absorcédo de glicose e, consequentemente, podem causar efeitos benéficos na prevencéo
e tratamento de diabetes (TAKAHASHIi et al., 2003).

Estudo clinico realizados com dois grupos de estudantes na qual o primeiro
recebeu solugé@o concentrada de glicose e ingeriu, em seguida, fibras de soja e o segundo
recebeu somente a solugdo concentrada de glicose; observou-se que o0 grupo que
recebeu as fibras de soja ndo apresentou aumento significativo nos niveis de glicose
sanguinea quando comparados com o0 outro grupo. Assim, as fibras de soja adsorveram
a glicose ingerida, tornando mais lenta sua liberacdo para ser absorvida e passar para a
corrente sanguinea (MESSINA et al., 1994).

Em outro estudo clinico, os pacientes receberam duas dietas diferentes, uma
contendo 7 gramas de fibras de soja e a outra contendo a mesma quantidade de celulose
(fibra insolavel). Trés horas ap6s a ingestdo das dietas, os pacientes que haviam
recebido a dieta com fibras de soja apresentaram niveis sanguineos de glicose muito

menores do que os que receberam a dieta contendo celulose como fonte de fibra
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alimentar, confirmando o papel da fibra de soja no controle da glicemia (MESSINA et
al., 1994).

O fitato, também presente em gréos de soja, tem sido investigado quanto ao seu
efeito benéfico no controle do diabetes sendo demonstrado efeito hipoglicémico em
camundongos diabéticos (LEE et al., 2005; LEE et al., 2006; KIM et al., 2010). Lee et
al. (2006) avaliaram o efeito do consumo de dietas contendo fitato na concentragéo de
glicose sanguinea e mostraram que a administracdo de fitato reduziu os altos niveis de

glicose sanguinea e de hemoglobina glicosilada em camundongos diabéticos.

3.5. Dieta de cafeteria

O consumo de dietas desequilibradas com elevada densidade energética e a
diminuicdo do gasto energético, associados aos estilos de vida modernos, tém
contribuido para o aumento da obesidade. Assim, os fatores ambientais, e em particular,
0s habitos alimentares estdo associados com o desequilibrio do metabolismo energético.
A dieta ocidental é caracterizada por ser de alta densidade energética, rica em gordura e,
ou carboidratos e pobre em fibra alimentar (POPKIN et al., 2001).

A dieta de cafeteria tem sido utilizada em pesquisa experimental com o objetivo
de aproximar o consumo alimentar de animais ao consumo da sociedade moderna, uma
vez que grande parte das refeicOes é realizada em cafeterias, fast foods, caracterizando a
dieta ocidental (PEREIRA et al., 2003). Esse modelo experimental vem sendo
denominado dieta de cafeteria, ocidentalizada ou do tipo fast food. Neste contexto,
animais alimentados com esse tipo de dieta representam um modelo til para estudos de
obesidade humana e da sindrome metabdlica, uma vez que uma alta ingestdo de gordura
e, ou de acUcares parece ser um fator chave no rompimento da homeostase metabdlica
determinante no desenvolvimento da obesidade humana (CAMPION & MARTINEZ,
2004).

Este € um modelo de inducéo de obesidade exdgena, onde ¢é oferecido ao animal
dieta com alta densidade caldrica, por meio de uma sobrecarga de carboidratos e de
gordura, isoladamente ou em associacdo (CESARETTI et al., 2006). Os componentes
da dieta de cafeteria incluem paté, bacon, batata chips, biscoito, chocolate e racéo
comercial nas proporgdes 1:1:1:1:1:2 (MARGARETO et al., 2000; CAMPION &
MARTINEZ, 2004; MILAGRO et al., 2006). Porém, a composicio destas dietas podem
diferenciar entre os estudos, mas sempre levando em consideracdo um aporte caldrico

maior.
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O estudo de Milagro et al. (2006) com animais alimentados com dieta de
cafeteria por 56 dias, mostrou que a dieta de cafeteria ndo s6 é caracterizada pelo
acumulo de lipidios no tecido adiposo, mas também pelo aumento do estresse oxidativo
no figado.

Pérez-Matute et al. (2007) verificaram significante aumento no peso final e no
ganho de peso de ratos machos Wistar que receberam dieta de cafeteria ao final de 35
dias quando comparado com o grupo controle. Estudo realizado por Li et al. (2008)
também demonstraram que camundongos fémeas C57BL/6JOlaHsd quando receberam
dieta de cafeteria por 14 semanas apresentaram ganho de peso maior do que o controle.

Alguns estudos também mostram rela¢fes do consumo de dietas hiperlipidicas
nos niveis séricos dos animais experimentais. Nesse sentido, Margareto et al. (2001)
estudaram o efeito da dieta de cafeteria em ratos e encontraram aumento da glicemia,
enquanto Pérez-Matute et al. (2007) ndo verificaram alteracfes nos niveis de glicose
plasmética. Segundo Campion & Martinez (2004) ap6s 42 dias de experimento com
dieta de cafeteria ndo foi verificado alteracGes nos triacilglicerdis e na glicemia em ratos
Wistar. Macqueen et al. (2007) verificaram que ndo houve diferenca estatistica para o
colesterol sérico, entretanto ocorreu reducdo de HDL-colesterol e aumento dos

triacilglicerdis em ratos.

3.6. Farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP

Carvalho (2009) estudou os fatores antinutricionais, a qualidade protéica e a
biodisponibilidade de ferro da farinha integral de soja com e sem casca do novo
cultivar, UFVTN 105AP, sem lipoxigenases e com elevado teor de proteinas. Foi
encontrado que o tratamento dos graos a 150° C por 30 minutos inativou completamente
o inibidor de tripsina. As farinhas com e sem casca apresentaram boa biodisponibilidade
de ferro, sendo que a farinha com casca contribuiu com 35% a mais de ferro. O
melhoramento genético proporcionou equilibrio qualitativo e quantitativo dos
aminoacidos essenciais, ao contrario dos aminoacidos sulfurados, que sdo usualmente
reportados na literatura. Os indices de qualidade protéica, razdo da eficiéncia protéica
(PER) e razdo protéica liquida (NPR), indicaram que as farinhas foram adequadas para
promover o crescimento e o desenvolvimento dos animais. A digestibilidade verdadeira
e escore quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAAS) foram elevados, quando
comparados a outros estudos com soja. O processamento da soja favoreceu o

aproveitamento bioldgico das proteinas e a biodisponibilidade de ferro, indicando que o
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gréo de soja pode ser utilizado de forma integral, para producgéo de farinhas. Portanto, é
necessario explorar os efeitos da ingestdo da farinha integral de soja para complementar
o conhecimento sobre o0s beneficios e os riscos da farinha de soja integral oriunda deste

novo cultivar.
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4. ARTIGOS

4.1. ARTIGO 1

COMPOSICAO QUIMICA E VALOR NUTRICIONAL DE FARINHA
INTEGRAL DE SOJA DO NOVO CULTIVAR UFVTN 105AP

RESUMO

A soja é uma leguminosa de importante significado na alimentacdo humana em
decorréncia de seu valor nutricional e funcional. Com o melhoramento genético, surgem
novos cultivares com sabor melhorado e com composi¢cdo quimica modificada,
justificando a necessidade de estudos para avaliar a concentragdo de nutrientes. Nesse
estudo avaliou-se a composi¢do quimica centesimal, o perfil de &cidos graxos, a
concentracdo de mioinositdis fosfato, de fenadis totais, de idoflavonas e de vitamina E e
isbmeros de farinha integral de soja de novo cultivar, UFVTN 105AP. A farinha
integral de soja apresentou 43,1% de proteina, 18,6% de lipidios, 12,9% de
carboidratos, 5,0% de cinzas e 9,9% de fibra alimentar, sendo 8,5% como fragéo
insolivel. Os acidos graxos insaturados foram predominantes (85,61%), estando
presente em maior quantidade o acido linoléico, seguido do oléico e do alfa-linolénico.
O mioinositol e o isdbmero de tocoferol encontrados em maior quantidade foi o
hexafosfato e o y-tocoferol, respectivamente. Dentre as isoflavonas, observou-se maior
concentracdo de genistina e daidzina na forma de malonil e glicosidios e menor
concentracdo de agliconas. O novo cultivar de soja apresentou elevado teor de proteina,
de isoflavonas e de acidos graxos poliinsaturados, podendo ser uma boa alternativa de

alimento proteico.

Palavras chave: Farinha integral de soja, composi¢cdo centesimal, isoflavonas, fitatos,

acidos graxos, vitamina E, fenais.

31



INTRODUCAO

A soja (Glycine Max. (L) Merril) e seus produtos tém sido valorizados
economicamente devido a sua composicdo de nutrientes e a presenca de fitoquimicos,
que a classificam como um alimento de alto valor nutricional e com alegacao funcional
(ESTEVES et al., 2010). Dentre os nutrientes importantes da soja, destacam-se a
proteina e o lipidio, que correspondem a 40% e 20% do grdo seco, respectivamente. As
proteinas, além do seu elevado teor, apresentam bom valor nutricional (SILVA et al.,
2010) e o lipidio é constituido de acidos graxos essenciais como o linoléico e alfa-
linolénico e a vitamina E, com atividade antioxidante (BOLON et al., 2010).

Essa leguminosa possui, ainda, em sua composicao fibras alimentares, fitatos e
compostos fendlicos, tais como as isoflavonas, que juntamente com a boa qualidade de
sua proteina, tem sido reconhecido por produzirem efeitos benéficos a salde, auxiliando
na reducdo dos riscos de algumas doengas crdnicas nao transmissiveis (BEHRENS &
SILVA, 2004; WILSON et al., 2007; XIAO, 2008).

Apesar de ser considerada um alimento com alto valor nutricional e propriedades
funcionais, os graos de soja ainda ndo fazem parte do habito alimentar brasileiro, devido
seu sabor caracteristico, causado pela presenca das enzimas lipoxigenases que catalisam
a oxidacdo dos &cidos graxos insaturados também presentes na soja (CIABOTTI et al.,
2006).

Como uma alternativa para melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais
dos produtos da soja o Programa de Melhoramento de Soja para Consumo Humano, em
desenvolvimento no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria da
Universidade Federal de Vicosa (BIOAGRO-UFV) tem desenvolvido cultivares
destituidos de lipoxigenases e com maior concentracdo de proteina e isoflavonas. Com o
desenvolvimento desses novos cultivares, surge a necessidade de avaliar suas
propriedades quimicas, uma vez que esta pode ser influenciada pelo tipo de cultivar,
melhoramento genético, condigbes de crescimento, processamento e preparo
(ESTEVES et al., 2010).

Neste estudo foi avaliada a composicdo quimica centesimal, o perfil de acidos
graxos, os teores de mioinositdis fosfatos, vitamina E, isoflavonas e fenois totais de um

novo cultivar de soja destinado a alimentacdo humana.
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MATERIAIS E METODOS

Local do estudo

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Desenvolvimento de
Novos Produtos e Analise Sensorial, Andlise de Alimentos, Analise de Vitaminas e
Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutri¢do e Saude; Laboratorio de Analises
Bioquimicas do Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

Aquisicdo da matéria prima

O cultivar UFVTN 105AP, destinado a alimentacdo humana, foi fornecido pelo
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vicosa. E um cultivar desenvolvido sem as enzimas lipoxigenases LOX1,
LOX2 e LOX3, denominada triplo nula, tornando-as de sabor mais adequado ao paladar
dos consumidores ocidentais, com produtividade competitiva as normalmente utilizadas
pelas industrias. Além disso, a UFVTN 105AP possui teor mais elevado de proteinas
em relacdo as variedades normalmente utilizadas para o consumo humano
(CARVALHO, 2009).

O novo cultivar foi desenvolvido utilizando o método dos retrocruzamentos. O
progenitor recorrente utilizado foi o cultivar Monarca e 0s progenitores doadores para
auséncia das lipoxigenases LOX1, LOX2 e LOX3 foram cultivares japoneses, enquanto
0 gendtipo doador de alelos para alto teor protéico foi a variedade americana BARC-8.
Inicialmente foram desenvolvidas separadamente isolinas de Monarca com auséncia das
lipoxigenases (seis retrocruzamentos) e com alto teor protéico (quatro
retrocruzamentos), apds a obtengdo dessas isolinas estas foram cruzadas e apds quatro
geragdes de autofecundacdo foram selecionadas plantas com auséncia de lipoxigenases
e alto teor protéico. As sementes da UFVTN 105AP foram plantadas em campo
experimental da COOPADAP em Séo Gotardo, Minas Gerais, em novembro de 2006 e
colhidas em abril de 2007 (CARVALHO, 2009).

Elaboragéo da farinha de soja

Os grdos de soja foram selecionados retirando as impurezas e sujidades e
lavados em agua corrente. Posteriormente toda a agua foi drenada e os grdos foram
espalhados em tabuleiros, permanecendo a temperatura ambiente por 24 horas. A seguir

33



foram submetidos a temperatura de 150°C por 30 minutos em estufa com circulacéo de
ar (Nova Etica®, modelo 400/6ND) resfriados e armazenados em sacos plasticos. Para
producdo da farinha integral de soja, os gréos foram triturados com a casca em moinho
de faca (Brabender®, modelo Rotary Mill, Duisburg, Alemanha) e passados por uma
peneira de 60 mesh (0,250mm) (CARVALHO, 2009).

Composicéo centesimal

O teor de umidade foi determinado em estufa de circulacéo e renovacdo de ar
(Marconi®, modelo MA 035) a 105°C, durante 24 horas, até peso constante (AOAC,
1997).

O teor de proteinas foi determinado segundo o método semi-micro de Kjeldahl,
para a quantificacdo de nitrogénio total (AOAC, 1997). No calculo da conversdo de
nitrogénio em proteinas foi utilizada a constante 6,25.

A determinacdo de lipidios foi realizada por extracdo em aparelho de Soxhlet,
utilizando éter etilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo, de acordo com a AOAC
(1997).

O conteudo de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550°C
(AOAC, 1997).

O teor de fibra alimentar total da farinha integral de soja foi determinado pelo
método enzimatico gravimétrico (AOAC, 1992), utilizando-se kit enzimatico da marca
Sigma®. Esse método estd fundamentado na porcdo ndo-hidrolisada do alimento que
resiste a digestdo enzimatica sequencial com a-amilase, protease e amiloglicosidase.

O teor de carboidratos foi estimado por meio do calculo da diferenca entre 100 e
a soma do conteudo de proteinas, lipidios, fibra alimentar, umidade e cinzas. Este
procedimento esta previsto na Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 360, de 23 de
dezembro de 2003 (BRASIL, 2003).

O conteudo calorico da farinha integral de soja foi calculado de acordo com a
composi¢do do alimento em proteinas, lipidios e carboidratos, sendo utilizados os

fatores de converséo 4, 9 e 4 kcal/g dos macronutrientes, respectivamente.
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Mioinositdis fosfatos

A quantificacdo de &cidos fiticos foi realizada segundo a metodologia descrita
pela AOAC (1990) e pelo método cromatografico (Ultrasep®, modelo, ES 100 RP18,
Leonberg, Alemanha), proposto por Sandberg e Ahderinne (1986).

Foi pesado cerca de 1 g de farinha de soja desidratada em triplicata e a extracéo
foi realizada com 20 mL de HCI 2,4% por 3 h, a temperatura ambiente sob agitacao.
Apos centrifugacdo a 30.000 x g por 30 minutos, 1 mL do sobrenadante foi diluido com
25 mL de agua e adicionado na coluna (0,7 x 15 cm) contendo AG1-X8, resina 100-200
mesh. A coluna foi lavada com 25 mL de &4gua e 25 mL de HCI 25 mM. Os mioinositois
fosfatos foram eluidos com 20 mL de HCI 2 M. Os eluentes obtidos foram concentrados
em evaporador rotatorio até secagem completa e o residuo foi dissolvido em 1 mL de
dgua. Foram injetados 20 pL no cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC), com
velocidade de fluxo de 0,2 mL/min, 45°C, e a solucdo de acido férmico: metanol: agua:
hidréxido de tetrabutil amonia (44:56:5:1,5 v/v), pH 4,25, como fase mdvel. Uma
mistura de ésteres de mioinositois fosfatos foi utilizada como padrdo. Os resultados

foram expressos em g/100g de matéria seca.

Vitamina E

O processo de extracdo dos isdmeros da vitamina E foi realizado de acordo com
Guinazi (2004), com algumas modificacdes, conforme descrito a seguir.

Foram pesados aproximadamente 4 g de farinha integral de soja em tubo de
extracdo e adicionado 4 mL de agua ultrapura aquecida (aproximadamente 80°C). Em
seguida, foram acrescentados 10 mL de isopropanol; 1 mL de hexano contendo 0,05%
de butilhidroxitoluol (BHT) e 5 g de sulfato de sddio anidro. Aos poucos, foram
adicionados 25 mL da mistura solvente de extracdo (hexano: acetato de etila, 85:15,
v/v). Apos esses procedimentos, as amostras foram trituradas utilizando microtriturador,
em velocidade média, durante 1 minuto. Uma vez trituradas, as amostras foram filtradas
a vacuo em funil de bichner utilizando-se papel de filtro e manteve o residuo no tubo de
extracdo. A etapa de extracdo foi repetida, adicionando-se 5 mL de isopropanol e 30 mL
da mistura solvente, com posterior homogeinizacao e filtragdo a vacuo.

Em seguida, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo a 70°C por cerca
de 2 minutos e transferido para baldo volumétrico e completado o volume para 25 mL

com mistura solvente.
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A analise dos isdbmeros da vitamina E foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) seguindo as condi¢fes cromatogréficas desenvolvidas por
Guinazi (2004) as quais incluiram: sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Shimadzu, modelo SCL 10AT VP) composto de bomba de alta pressdo (modelo LC-
10AT VP), injetor automatico com “loop” de 50 upL (modelo SIL-10AF), coluna
cromatografica LiChrosorb (Si60 Phenomenex 250 x 4 mm, 5 um), detector de
fluorescéncia (modelo RF-10A XL, 290 nm de excitagdo e 330 nm de emisséo),
software "Multi System™ (modelo Class VP 6.1), fase movel — hexano: isopropanol
(99,6:0,4) ajustados para pH 2,5 com 4acido acetico glacial, fluxo da fase movel: 1,0
mL/minuto; tempo de corrida: 30 minutos.

Ap0s extracdo, aliquotas de 5 mL foram secas em nitrogénio, redissolvidas em 2
mL de hexano e filtradas utilizando unidades filtrantes com porosidade de 0,45 pm.
Dessa forma, foram injetados 50 uL dos extratos para analise do oa-tocoferol e -
tocoferol.

O conteudo total de vitamina E foi calculado pela soma dos isémeros
identificados na farinha integral de soja, sendo os resultados expressos em mg/100g de

matéria fresca.

Fenois totais

A determinacdo do teor de fendis totais presentes no extrato hidroalcoolico das
amostras da farinha integral de soja foi realizada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999).

Para a obtencdo do extrato contendo os fendis foi misturado 0,5 g de farinha
integral de soja em 5 mL de solvente de extragcdo (metanol:dgua — 60:40) em erlemeyer,
e a mistura foi agitada por 20 minutos em temperatura ambiente. O extrato foi
centrifugado a 1.000 x g, obtendo-se o sobrenadante. Em tubos contendo 100 pL do
extrato foram adicionados 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau e, em seguida, 500
uL de solucdo de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura de reag¢do foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente. Em seguida a absorbéncia foi lida a 765 nm, contra o
“branco” que continha metanol e todos os reagentes, menos o extrato. O teor de fenois
totais foi determinado por interpolagdo da absorb&ncia da amostra contra uma curva de
calibracdo construida com padrdo de &cido galico. O resultado foi expresso em

miligrama de equivalente de acido galico (EAG) por 100 gramas de farinha. A equacao
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da curva de calibracdo do acido galico foi C = 24,888 A + 0,0246, onde C é a

concentracdo do &cido galico, A é a absorbancia a 765 nm (R = 0,99).

Perfil de &cidos graxos

A identificacdo e a quantificacdo dos acidos graxos presentes na farinha integral
de soja (acidos palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico) foram realizadas por
cromatografia gasosa. Foram pesados 15 mg da farinha e foi adicionado 1 mL de
hexano, sendo a mistura mantida a 4°C por cerca de 16 horas, sob atmosfera de Na.
Apbs esse tempo, a solucdo de lipidios em hexano foi transferida para outro tubo e o
solvente foi evaporado por borbulhamento de N». Para a obtencéo dos ésteres metilicos,
utilizou-se a metodologia descrita por Bubeck et al. (1989).

A fracdo de lipidio foi adicionado 0,4 mL de metdxido de sédio 1M, sendo os
tubos mantidos em banho-maria a 30°C, por cerca de uma hora. Acrescentou-se, entao,
1 mL de &gua e 1 mL de hexano. Ap6s uma hora, com o auxilio de uma pipeta, cerca de
0,75 mL da fase orgéanica foi transferida para outros tubos, aos quais se adicionou
sulfato de s6dio anidro. Finalmente, 1 pL. da fase organica foi injetado em cromatografo
a gads GC-17A, equipado com auto-injetor AOC-17 e integrador C-R7A, marca
SHIMADZU. Utilizou-se coluna Carbowax (30m x 0,32mm) e as condi¢fes de analise
foram: temperatura da coluna igual a 225°C; do injetor, 245°C; e do detector, 280°C. O
gas de arraste foi o nitrogénio, com um fluxo de 1,1 mL/min.

A relacdo émega 6/6mega 3 foi calculada pela divisdo do teor de acido linoléico

pelo teor de acido alfa-linolénico.

Isoflavonas e isdbmeros

As isoflavonas foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por
Oliveira et al. (2007).

Foram extraidas de, aproximadamente, 1 g da farinha integral de soja em 20 mL
de metanol 80%. A mistura foi mantida sob agitacdo por duas horas, em banho de gelo,
utilizando-se agitador mecanico e barra magnética. Apos centrifugacéo a 16.100 x g por
5 min, sob refrigeracdo, o0s extratos foram filtrados em membrana de
politetrafluoroetileno de 0,45 pm e 20 pL do filtrado foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa.

A andlise cromatografica foi realizada em cromatégrafo da marcca

SHIMADZU, série 10A. Para a separacdo dos compostos, utilizou-se uma coluna Shim-
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pack CLC-ODS(M) (5 um, 250 x 4,6 mm), da marca SHIMADZU, mantida a 40 °C. A
eluicdo foi realizada a um fluxo de 1,0 mL/min, em sistema gradiente, utilizando-se
duas soluces: 0,1% de &cido acético em agua Milli-Q (A) e 0,1% de &cido acético em
acetonitrila (B). O gradiente de acetonitrila foi formado como se segue: uma
concentracdo de 15% da solucdo B foi mantida por 1 min, seguindo acréscimos da
concentracédo da solucdo B de 15 a 18% em 11 min, de 18 a 22% em 14 min, de 22 a
23% em 10 min e de 23 a 29% em 4 min, mantendo-se em 29% por 5 min e
aumentando de 29 a 50% em 9 min. Concluida a separacdo das isoflavonas, a
concentracdo da solucdo B foi elevada de 50 a 80% em 6 min, retornando a 15% em 5
min, sendo necessarios mais 10 min para equilibrar o sistema para as injecdes
subsequientes.

A deteccdo dos compostos foi realizada em detector espectrofotométrico a 260
nm e a identificacdo realizada por comparacdo com os tempos de retencao dos padrdes.
Foram utilizados padrdes de daidzeina, genisteina, gliciteina, glicitina, daidzina, 6 ”-O-
acetilgenistina, 6 "-O-acetildaidzina, 6 "-O-acetilglicitina, 6 ”-O-malonilgenistina, 6 -O-
malonildaidzina e de 6 "-O-malonilglicitina.

A quantificacdo foi realizada pelo método de padronizacdo externa. Todo o
processo foi controlado por um microcomputador, equipado com software LC-10 para
Windows 95, acoplado ao sistema. Os teores de daidzeina total, genisteina total,
gliciteina total e isoflavonas totais foram calculados pelas equacGes abaixo, na qual,
utiliza o peso molecular de cada isdbmero e, em seguida, multiplica-se pelo valor da
diluicéo utilizada:

Daidzeina total = 254,23 (daidzina/416,36 + 6”-O-malonildaidzina/502,41 + 6”-
O-acetildaidzina/458,4 + daidzeina/254,23) x 20

Genisteina total = 270,23 (genistina/432,37 + 6”-O-malonilgenistina/518,41 +
6”-0-acetilgenistina/474,4 + genisteina/270,23) x 20

Gliciteina total = 284 (glicitina/446 + 6”-O-malonilglicitina/532 + 6”-O-
acetilglicitina/488 + gliciteina/284) x 20

Isoflavonas totais = daidzeina total + genisteina total + gliciteina total

Delineamento experimental

As analises foram realizadas em trés replicatas e os resultados expressos em

médias.
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RESULTADOS

A composigdo quimica centesimal, a densidade energética e a quantidade de
fenois totais da farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP estdo apresentadas
na Tabela 1. Dentre os macronutrientes, a farinha integral de soja apresentou maior teor
de proteina, seguido de lipidios. A fibra alimentar encontrada em maior concentracéo

foi a fracdo insoluvel.

Tabela 1 - Caracterizacio quimica da farinha integral de soja (g.100g™).

Constituintes 9.100g*
Proteina 43,1
Lipidios 18,6
Cinza 5,0
Umidade 6,4
Carboidrato 12,9
Fibra alimentar total 9,9*
Fibra alimentar insoluvel 8,5
Fibra alimentar soltvel 1,4
Densidade energética (Kcal.g™t) 3,92
Fenois totais (mg de EAG.100g%) 60

* Soma da fragdo soltvel e insoltvel da fibra alimentar.

A farinha integral de soja apresentou predominancia de A&cidos graxos
insaturados (85,61%), constituido pelas fragdes de acido linoléico, seguido pelo oléico e
alfa-linolénico. Dentre os acidos graxos saturados foram encontroados o palmitico e o

esteérico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composicdo em 4&cidos graxos e relacdo dmega 6/6mega 3 da farinha

integral de soja (mg.g™).

Acido graxo (mg.g?)
Insaturado

Oléico (18:1) 20,52
Linoléico (18:2) 57,88
Alfa—linolénico (18:3) 7,20
Total 85,60
Saturado

Palmitico (16:0) 11,07
Esteéarico (18:0) 3,31
Total 14,38
Omega 6/6mega 3 8,04

Os teores de mioinositol hexafosfato (IP6), pentafosfato (IP5), tetrafosfato (1P4),

e trifosfato (IP3) da farinha integral de soja, em base seca, estdo expostos na Tabela 3,

sendo encontrado maior quantidade de mioinositol hexafosfato.

Tabela 3 - Concentracdo de mioinositol hexafosfato (IP6), pentafosfato (IP5),

tetrafosfato (IP4), e trifosfato (IP3) em base seca da farinha integral de

soja (g.100g%).
Mioinositol fosfato 9.100g™
IP6 0,67
IP5 0,27
IP4 0,12
IP3 0,05
Total 1,11

Foram encontrados os isdmeros a-, y- € d-tocoferol na farinha integral de soja,

sendo predominante o y-tocoferol, seguido dos isdbmeros o- tocoferol e a- tocoferol

(Tabela 4).



Tabela 4 - Concentragdo de a-tocoferol (o — T), y-tocoferol (y — T), d-tocoferol (6 — T) e

vitamina E total da farinha integral de soja (mg.100g™ base seca).

Isbmeros Vitamina E
Amostra
a-T y-T o-T total
Farinha integral de soja 0,42 2,53 0,89 3,85

A concentracdo de isoflavonas totais e de genistina, daidzina e glicitina, e de

cada uma de suas formas encontradas na farinha integral de soja, do cultivar UFVTN

105AP, esta apresentada na Tabela 5. Observou-se maior concentracdo de genistina,

seguido de daidzina nas formas de malonil e glicosidios. A glicitina foi a isoflavona

gliconada encontrada em menor quantidade. As agliconas foram encontradas em menor

quantidade na farinha integral de soja.

Tabela 5 - Conteudo de isoflavonas da farinha integral de soja (ug.g™).

Isdbmeros pg.g?t

Daidzina 308,66

Glicosidios Genistina 498,12
Glicitina 106,38

Daidzina 395,06

Malonil- Genistina 526,20
Glicitina 38,46

Daidzina 227,82

Acetil- Genistina 233,92
Glicitina 99,48

Daidzeina 143,32

Agliconas Genisteina 34,48
Gliciteina 9,08

Total Isoflavonas 1566,81
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DISCUSSAO

A farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP apresentou composi¢éo
quimica semelhante aos valores encontrados na literatura para outros cultivares de soja
com e sem a presenca da enzima lipoxigenase (MONTEIRO et al., 2004; MORAIS et
al., 2006; MENDES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; ESTEVES et al., 2010),
indicando que a retirada da enzima lipoxigense ndo interferiu na composi¢do quimica do
cultivar.

O alto teor de proteina encontrado na farinha integral de soja (43%) indicou que
a soja é uma boa fonte protéica, porém seu valor biolégico é ainda questionado, pois
sabe-se que as proteinas das leguminosas tém como fator limitante os aminoacidos
sulfurados, tais como metionina + cisteina. Morais et al. (2006) determinaram a
composicdo de aminoacidos dos grdos da soja UFVTN 105, de teor normal de proteina,
que é o cultivar que gerou a UFVTN 105AP, de elevado teor protéico e encontraram
que esse cultivar tinha como limitante os aminoéacidos metionina + cisteina, lisina,
histidina, treonina e valina. Entretanto, Carvalho (2009) avaliou o perfil de aminoacidos
da farinha integral de soja, do mesmo cultivar em estudo (UFVTN 105AP), e encontrou
um perfil adequado de aminoécidos essenciais, exceto para o aminoacido de cadeia
ramificada, valina. Portanto, esse resultado indicou que ao aumentar o teor de proteina
do cultivar, houve melhora no balanco de aminoacidos essenciais, tendo como limitante
apenas a valina.

A concentracdo de fibra alimentar da farinha integral de soja esta dentro da faixa
encontrada por Redonto-Cuenca et al. (2006), que variou de 9,19% a 16,5%. Entretanto,
Esteves et al. (2010) encontraram valores inferiores do teor de fibras alimentares nas
farinhas de soja estudadas e a quantidade de fibra soltvel foi maior que a insolavel,
diferente do resultado encontrado no presente estudo. Essa diferenca pode ser explicada
pela retirada da casca na producédo das farinhas do estudo citado, indicando que a casca
é rica em fibra insoluvel.

A recomendacdo de fibra alimentar é de 15 g/1000 Kcal por dia (Institute of
Medicine, 2002). Com isso 100 g da farinha integral de soja pode fornecer
aproximadamente 40% da recomendacéo diaria, sendo uma boa fonte de fibra alimentar.

A farinha integral de soja do cultivar analisado no presente estudo apresentou 0
teor de lipidios menor que ao encontrado por Morais et al. (2006), Mendes et al. (2007)
e Esteves et al. (2010). Essa concentracdo reduzida de lipidios é porque o cultivar

UFVTN 105AP tem como caracteristica 0 aumento da concentragdo de proteina o que,
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consequentemente, diminuiu o teor de lipidios, uma vez que a correlacdo entre esses
dois nutrientes na soja é negativa, ou seja, a medida que aumenta o teor de proteinas, o
teor de lipidio reduz, o que contribui para diminuir o valor calérico da farinha integral
de soja (MORAIS et al., 2006).

A farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP apresentou um perfil de
acidos graxos semelhante ao encontrado por Vieira et al. (1999) e Esteves et al. (2010),
sendo predominante os &cidos graxos poliinsaturados, em especial, o acido linoléico.
Esse teor elevado de acidos graxos insaturados tornaria a farinha de soja muito
susceptivel as reacdes de oxidagdo, principalmente com a presenca das enzimas
lipoxigenases. Entretanto, o cultivar de soja em estudo € isento, geneticamente, destas
enzimas, o que pode minimizar a oxidagdo da farinha de soja do estudo.

A relacdo 6mega 6/6mega 3 encontrada na farinha integral de soja (8,04) esta
dentro das recomendacdes do Institute of Medicine (2002), na qual deve estar na faixa
de 5:1a10:1.

O teor total de mioinositois fosfatos do cultivar UFVTN 105AP foi semelhante
ao encontrado por Paula (2007) em 34 cultivares de soja. Os inositdis hexa e
pentafosfato, encontrados em maior quantidade na farinha estudada, tém demonstrado
efeito negativo na biodisponibilidade de minerais, enquanto os demais (tetra e
trifosfato) apresentam alegacé@o de propriedade funcional, como potencial antioxidante
(KUMAR et al., 2010).

A gquantidade total de vitamina E e os isdbmeros de tocoferol encontrado na
farinha integral de soja foi inferior ao reportado em Oleos de soja (LIMA &
GONCALVES, 1997; EVANS et al., 2002 e WARNER, 2005). Esse resultado pode ser
devido ao tratamento térmico e ao processamento empregado aos grdos de soja para
producdo da farinha integral de soja, uma vez que o processamento dos alimentos
elimina uma consideravel quantidade de tocoferois, e ainda que contenham boas
quantidades destes, contém consideravelmente menos que o 6leo bruto (JOHNSON &
PETERSON, 2001).

A recomendacdo atual de vitamina E é de 15 mg/dia, devendo ser baseados
exclusivamente no a-tocoferol, devido ao fato desse isdbmero ser biologicamente ativo
(AMAYA-FARFAN et al., 2001; BATISTA et al., 2007). Em 100 gramas da farinha
integral de soja h4 3,85 mg de vitamina E, sendo 0,42 mg de a-tocoferol. Com isso, 0
consumo de 100 gramas de farinha integral de soja estaria suprindo 2,8% das
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recomendagdes diarias de a-tocoferol, tendo uma baixa contribui¢do no fornecimento de
vitamina E, na forma de a-tocoferol.

A farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP apresentou teor total de
isoflavonas superior ao encontrado por Oliveira et al. (2007) e Esteves et al. (2010) e
inferior ao encontrado por Barbosa et al. (2006) e Ciabotti et al. (2006). Essa diferenca
encontrada entre os estudos pode ser explicada pelo cultivar, solo, clima, local onde foi
cultivada e, principalmente do tipo de processamento utilizado no preparo dos produtos
de soja, uma vez que esses fatores interferem na concentracdo de isoflavonas na soja e
seus derivados (BARBOSA et al., 2006).

Segundo Barbosa et al. (2006), as principais isoflavonas presentes nas farinhas,
isolados, concentrados e texturizados protéicos de soja sdao as malonilgenistina,
genistina, malonildaidzeina e daidzeina, tendo sido estas também as isoflavonas
encontradas em maior quantidade na farinha integral de soja em estudo.

As isoflavonas na forma de agliconas e acetilglicosidios podem ser formadas
durante o aquecimento (PARK et al., 2002). A farinha integral de soja em estudo
apresentou concentracdo superior de acetilglicosidios e agliconas e inferior de
malonilglicosidios comparado a soja sem tratamento térmico estudado por Oliveira et
al. (2007), indicando que o tratamento & 150°C por 30 minutos contribuiu para a
conversdo do malonilglicosidios a acetilglicosidios e agliconas na farinha de soja. Essa
conversao € um processo vantajoso, uma vez que as agliconas sdo as formas
biologicamente ativas (PENHA et al., 2007).

Na farinha integral de soja foi encontrado maior quantidade de daidzeina que de
genisteina, podendo reduzir o aproveitamento da isoflavona pelo organismo humano,

uma vez que a genisteina é mais absorvida que a daidzeina (PENHA et al., 2007).

CONCLUSAO

A farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP apresentou elevado teor de
proteina, de isoflavonas, fibra alimentar e &cidos graxos poliinsaturados e contém
vitamina E, podendo ser uma alternativa de alimento protéico de origem vegetal, rico
em micronutrientes e em compostos bioativos. Porém, seus efeitos metabdlicos devem

ser investigados, no contexto de uma alimentacéo saudavel e adversa.

44



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMAYA-FARFAN, J.; DOMENE, S.M.A.; PADOVANI, R.M. DRI: sintese
comentada das novas propostas sobre recomendacfes nutricionais para antioxidantes.
Revista de Nutricéo, v.14, n.1, p. 71-78, 2001.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of
Analysis: 15. ed. Washington: AOAC, p.1298. 1990.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of
Analysis: 15. ed. Washington: AOAC, p.136-138. 1992.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of
Analysis. Maryland: AOAC, 1997. v.2.

BATISTA, E.S.; COSTA, A.G.V.; PINHEIRO-SANT’ANA, H.M. Adi¢do da vitamina
E aos alimentos: implicacGes para os alimentos e para a saude humana. Revista de
Nutricao, v.20, n.5, p.525-535, 2007.

BARBOSA, A.C.L.; HASSIMOTTO, N.M.A.; LAJOLO, F.M.; GENOVESE, M.L.
Teores de isoflavonas e capacidade antioxidante da soja e produtos derivados. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v.26, n.4, p.921-926, 2006.

BEHRENS, J.H.; SILVA, M.AA.P. Atitude do consumidor em relacdo a soja e
produtos derivados. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.24, n.3, p.431-439, 2004.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 360, de 23
de dezembro de 2003. Anvisa: Brasilia.

BOLON, Y.T.; JOSEPH, B.; CANNON, S.B.; GRAHAM, M.A.; DIERS, B.W,
FARMER, A.D.; MAY, G.D.; MUEHLBAUER, G.J.; SPECHT, JE.; TU, ZJ;
WEEKS, N.; XU, W.W.; SHOEMAKER, R.C.; VANCE, C.P. Complementary genetic
and genomic approaches help characterize the linkage group | seed protein QTL in
soybean. BMC Plant Biology, v.3, p.10-41, 2010.

BUBECK, D.M; FEHR, W.R; HAMMOND, E.G. Inheritance of Palmitic and Stearic
Acid Mutants of Soybean. Crop Science, v.29, p.652-656, 1989.

CARVALHO, AW. Caracterizacdo nutricional, biodisponibilidade de ferro e
qualidade protéica de novo cultivar de soja sem lipoxigenases e de elevado teor
proteico. [dissertacdo]. Ciéncia da Nutricdo: Universidade Federal de Vigosa, MG.
Brasil; 2009.

CIABOTTI, S.; BARCELLOS, M.F.P.; MANDARINO, J.M.G.; TARONE, A.G.
Avaliacdo quimica e bioquimica dos grdos, extratos e tofus de soja comum e de soja
livre de lipoxigenase. Ciéncia agrotécnica, v.30, n.5, p.920-929, 2006.

ESTEVES, E.A.; MARTINO, H.S.D.; OLIVEIRA, F.C.E.; BRESSAN, J.; COSTA,
N.M.B. Chemical composition of a soybean cultivar lacking lipoxygenases (lox2 and
lox3). Food Chemistry, v.122, n.1, p.238-242, 2010.

45


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=BEHRENS,+JORGE+HERMAN
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SILVA,+MARIA+APARECIDA+AZEVEDO+PEREIRA+DA

EVANS J.C.; KODALI, D.R.; ADDIS, P.B. Optimal tocopherol concentrations to
inhibit soybean oil oxidation. Journal of American Oil Chemists’ Society, v.79, n.1,
p.47-51, 2002.

GUINAZI, M. Tocoferdis e tocotriendis em hortalicas, ovos e 06leos vegetais
utilizados em restaurantes comerciais [dissertacdo]. Vigosa: Universidade Federal de
Vigosa; 2004.

IOM (2002). Dietary Reference Intakes for Energy, Carbohydrates, Fiber, Fat, Fatty
Acids, Cholesterol, Protein, and Amino Acids (Macronutrients). Washington, DC:
Institute of Medicine and Food & Nutrition Board. National Academy Press.

JOHNSON, A.; PETERSON, M. Componentes especificos de los aceites vegetales:
tocoferoles. In: Libro 10° Aniversario A & G: Recopilacion de Articulos Técnicos.
Tomo Il. Ediciones 1 a 41, 1990-2000. Argentina: Asociacion Argentina de Grasas y
Aceites, 2001. p.733.

KUMAR, V.; SINHA, AK.; MAKKAR, H.P.S.; BECKER, K. Dietary roles of phytate
and phytase in human nutrition: A review. Food Chemistry, v.120, p.945-959, 2010.

LIMA, J.R.; GONGALVES, L.A.G. Quantificacdo de tocoferdis em 6leos de milho,
soja, castanha-do-para e castanha de caju por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa. Alimentos e Nutrigéo, v.8, p.65-73, 1997.

LIU, K. Soybeans: chemistry, technology, and utilization. New York: Chapman e
Hall. 1997.

MENDES, F.Q.; OLIVEIRA, M.G.A.; CARDOSO, L.R.; COSTA, N.M.B;
SANT’ANA, R.C.O. Digestibilidade protéica e caracterizagdo bromatologica de
linhagens de soja com ausencia ou presenca do inibidor de tripsina kunitz e das
isozimas lipoxigenases. Bioscience Journal, v.23, n.1, p.14-21, 2007.

MONTEIRO, M.R.P.; COSTA, N.M.B.; OLIVEIRA, M.G.D.A;; PIRES, C.V,
MOREIRA, M.A. Qualidade protéica de linhagens de soja com auséncia do Inibidor de
Tripsina Kunitz e das isoenzimas Lipoxigenases. Revista de Nutricdo, v.17, n.2, p.195-
205, 2004.

MORAIS, R.M.A.; JOSE, I.C.; RAMOS, F.G.; BARROS, E.G.; MOREIRA, M.A.
Caracterizacdo bioquimica de linhagens de soja com alto teor de proteina. Pesquisa
agropecuaria brasileira, v.41, n.5, p.725-729, 2006.

OLIVEIRA, M.I.P.; PIOVESAN, N.D.; JOSE, I.C.; BARROS, E.G.; MOREIRA, M.A ;
OLIVEIRA, L.O. Protein, QOil, and Isoflavone Contents in Lipoxygenase- and Kunitz
Trypsin Inhibitor-Deficient Soybean Seeds. Chromatographia, v.66, p.521-527, 2007.

PARK, Y.K.; AGUIAR, C.L., ALENCAR, S.M.; MASCARENHAS, H.AA,
SCAMPARINI, A.R.P. Conversdo de malonil-B-glicosil isoflavonas em isoflavonas
glicosiladas presentes em alguns cultivares de soja brasileira. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v.22, n.2, p.130-135, 2002.

PAULA, S.A. Composicado bioguimica e fatores antinutricionais de genotipos de
soja [dissertacdo]. Bioquimica Agricola: Universidade Federal de Vigcosa, MG. Brasil;
2007.

46



PENHA, L.A.O.; FONSECA, I.C.B.; MANDARINO, J.M.; BENASSI, V.T. A soja
como alimento: valor nutricional, beneficios para a satde e cultivo orgénico. Boletim
do Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos, v.25, n.1, p.91-102, 2007.

REDONDO-CUENCA, A.; VILLANUEVA-SUAREZ, M.J.; RODRIGUES-SEVILLA,
M.D.; MATEOS-APARICIO, I. Chemical composition and dietary fibre of yellow and
green commercial soybeans (Glycine max). Food Chemistry, v.101, p.1216-1222,
2006.

SANDBERG, A. e AHDERINNE, R. HPLC method for determination of inositol tri-,
tetra-, penta-, hexaphosphates in foods and intestinal contents. Journal of Food
Science, v.51, p.547-550, 1986.

SINGLETON, V.L.; ORTHOFER, R.; LAMAUELA-RAVENTOS, R.M. Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-
Ciocalteu reagent. Methodsin Enzymology, v.299, p.152-178, 1999.

SILVA, 0O.C.; ANDRADE, G.F.; DANTAS, M.I;.S.; COSTA, N.M.B.; PELUZIO,
M.C.G.; MARTINO, H.S.D. Influéncia do processamento na qualidade protéica de
novos cultivares de soja destinados a alimentagdo humana. Revista de Nutricdo, v.23,
n.3, p.389-397, 2010.

VIEIRA, C.R.; CABRAL, L.C.; PAULA, A.C.O. Composicao centesimal e contetdo de
aminoacidos, &cidos graxos e minerais de seis cultivares de soja destinadas a
alimentacdo humana. Pesquisa agropecuaria brasileira, v.34, n.7, p.1277-1283, 1999.

WARNER, K. Effects on the flavor and oxidative stability of stripped soybean and
sunflower oils with added pure tocopherols. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.56, p. 9906-9910, 2005.

WILSON, T.A.; NICOLOSI, R.J.; KOTYLA, T.; FLECKINGER, B. Soy protein
without isoflavones reduces aortic total and cholesterol ester concentrations greater than
soy protein with isoflavones compared with casein in hypercholesterolemic hamsters.
Nutrition research, v.27, n.8, p.498-504, 2007.

XIAO, C.W. Health Effects of Soy Protein and Isoflavones in Humans. The Journal of
Nutrition, v.138, p.1244S-9S, 2008.

47



4.2. ARTIGO 2

EFEITOS METABOLICOS DA INGESTAO DE FARINHA INTEGRAL DE
SOJA DO CULTIVAR UFVTN 105AP EM RATOS ALIMENTADOS COM
DIETAS EQUILIBRADA E OBESOGENICA

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito metabdlico da ingestdo de
farinha integral de soja em ratos alimentados com dietas equilibrada e obesogénica. Foi
utilizado ratos machos Wistar adultos distribuidos em cinco grupos (n=10), durante 56
dias. O grupo controle recebeu dieta AIN-93M, 0s grupos testes receberam dietas com
substituicdo de 100% (100% PS) e 50% (50% PS) da caseina por proteina da farinha
integral de soja, dieta de cafeteria (CAF) e dieta de cafeteria com farinha integral de
soja (CAFS). Foi avaliado o ganho de peso dos animais e 0 consumo alimentar; a
concentracdo sérica de triglicerideos, colesterol total, HDL-c, hemoglobina glicada,
aspartato (AST) e alanina (ALT) aminotransferase; a concentragdo de TBARS no soro,
figado, pulmao, testiculo e rins; o teor de lipidios nas fezes e o peso do figado. Foi
calculada a quantidade de gordura por area no figado e a histomorfometria do duodeno.
Né&o foi observado diferenca (p<0,05) no ganho de peso entre 0S grupos experimentais,
mas o consumo alimentar foi menor (p<0,05) nos grupos CAF e CAFS. O nivel sérico
de colesterol total no grupo AIN-93M nao diferiu (p>0,05) dos grupos 50% PS e CAFS
e foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e CAF. Porém, o grupo CAF ndo diferiu
(p<0,05) dos grupos 50% PS e CAFS. Os niveis séricos de HDL-c foram menores
(p<0,05) nos grupos 100% PS, CAF e CAFS, e maiores (p<0,05) nos grupos AIN-93M
e 50% PS. Os niveis de triglicerideos sanguineos foram menores (p<0,05) nos grupos
100% PS e CAFS. Porém, o grupo CAFS néo diferiu (p>0,05) dos grupos AIN-93M,
50% PS e CAF. Os grupos CAF e CAFS apresentaram maiores (p<0,05) niveis séricos
de hemoglobina glicada. A excrecdo fecal de lipidios foi maior (p<0,05) nos grupos
CAF e CAFS, e menor (p<0,05) no grupo AIN-93M. O grupo 100% PS apresentou
aumento da excrecdo fecal de lipidios comparado aos grupos AIN-93M e 50% PS. A
porcentagem de gordura no figado foi maior (p<0,05) no grupo 100% PS e menor
(p<0,05) no grupo CAFS. Os niveis sericos de AST néo diferiram (p>0,05) entre os

grupos experimentais e de ALT foram maiores (p<0,05) nos grupos CAF e CAFS. A
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concentracdo de TBARS no soro foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e CAF, e
maior (p<0,05) nos grupos AIN-93M e CAFS. Os grupos CAF e CAFS apresentaram
maior (p<0,05) concentracdo de TBARS no figado. A concentragdo de TBARS no
pulméo foi maior (p<0,05) no grupo CAFS. A concentracdo de TBARS no testiculo foi
maior (p<0,05) nos grupos 50% PS, CAFS e CAF e menor (p<0,05) nos grupos AIN-
93M e 100% PS. A concentragéo de TBARS no rim foi maior (p<0,05) no grupo CAF.
A altura das vilosidades foi maior (p<0,05) no grupo AIN-93M e menor (p<0,05) nos
grupos 100% PS e CAF. A medida da profundidade das criptas foi maior (p<0,05) nos
grupos CAF e CAFS. A medida da espessura da camada muscular externa e interna foi
maior (p<0,05) no grupo CAFS. A farinha integral de soja apresentou efeito na
prevencdo de alguns fatores de risco para doencas cardiovasculares quando ingerida
junto a dieta equilibrada, devido a sua acdo hipolipidémica, a capacidade de reduzir a
peroxidacdo lipidica no soro e ndo causou danos hepaticos. Porém, ndo apresentou esse
efeito preventivo quando ingerida com uma dieta obesogénica. A farinha integral de
soja, na dieta equilibrada, reduziu as vilosidades intestinais indicando que ela pode

causar efeitos prejudiciais sobre a absorcdo de nutrientes no intestino.

Palavras chave: farinha integral de soja, proteina de soja, dieta de cafeteria,
histomorfometria intestinal, lipidios séricos, peroxidacdo de lipidios.
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INTRODUCAO

A soja tem sido amplamente estudada como um alimento funcional, pois além da
elevada concentracdo e qualidade de sua proteina, contém compostos bioativos, como as
isoflavonas, que podem contribuir na reducéo dos fatores de risco para doencas cronicas
ndo transmissiveis (DEMONTY et al. 2002; WILSON et al., 2007; XIAO, 2008;
CEDERROTH e NEF, 2009).

Vaérios estudos tém investigado o efeito da substituicdo da proteina animal por
proteina de soja, e tém encontrado efeito positivo, especialmente no metabolismo de
lipidios (ROSELL et al., 2004; HOIE et al., 2005; CHAGAS et al., 2006;
SAWASHITA, 2006; WILSON et al.,, 2007; SIRTORI et al.,, 2009). Algumas
evidéncias mostraram-se favoraveis a acdo direta da proteina e, ou peptideos em lugar
de outros componentes quimicos presentes na soja (FUKUI et al., 2004; SACKS et al.,
2006), e outras mostraram que o efeito hipocolesterolemiante da proteina de soja esta
associado a presenca das isoflavonas (DEMONTY et al., 2002; WILSON et al., 2007),
que também tem acdo antioxidante, auxiliando na reducdo da peroxidacao de lipidios
(HENEMAN et al., 2007; CEDERROTH e NEF, 2009; NAGARAJAN, 2010;
OLIVEIRA et al., 2010).

Os efeitos da proteina e da isoflavona da soja, tém sido investigados de forma
isolada ou associados entre si, 0 que, muitas vezes, ndo demonstra a realidade do
consumo da soja de forma integral, uma vez que ela também contém fibras alimentares
e é&cidos graxos poliinsaturados, assim como fitatos, inibidores de proteases e
lipoxigenase que apresentam propriedades antinutricionais e, a0 mesmo tempo,
funcionais.

O novo cultivar de soja UFVTN 105AP, destinado a alimentacdo humana,
oferece elevada concentragdo de proteina e é isento das enzimas lipoxigenases com o
intuito de melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais da soja. Com o
desenvolvimento desse novo cultivar, surge a necessidade de avaliar os seus efeitos,
benéficos ou adversos, no organismo associados a uma dieta equilibrada e também
obesogénica, caracteristica do estilo de vida moderno.

A dieta de cafeteria tem sido um modelo util de dieta obesogénica devido a
elevada concentracdo de gordura saturada, carboidratos simples e energia. Ela reproduz
o consumo alimentar de sociedades modernas, em que grande parte das refeices é
realizada em cafeterias e fast foods, denominada de dieta ocidental (PEREIRA et al.,

2003; CAMPION e MARTINEZ, 2004).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da ingestdo de farinha
integral de soja no metabolismo de lipidios e de carboidratos, na peroxidacao lipidica,
na concentracdo sérica das enzimas alanina e aspartato aminotransferase e na
histomorfometria intestinal e hepatica de ratos alimentados com dieta equilibrada e

obesogénica.

MATERIAIS E METODOS

Local do estudo

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Desenvolvimento de
Novos Produtos e Analise Sensorial, Nutricdo Experimental, Analise de Alimentos e
Bioguimica Nutricional do Departamento de Nutricdo e Salde; e Laboratério de
Biologia de Peixes do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal

de Vicosa, Vicosa, MG.

Aquisicdo da matéria prima

A soja do cultivar UFVTN 105AP, destinado a alimentacdo humana, foi
fornecido pelo Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vicosa. E um cultivar desenvolvido sem as enzimas
lipoxigenases LOX1, LOX2 e LOX3, denominada triplo nula, tornando-as de sabor
mais adequado ao paladar dos consumidores ocidentais, com produtividade competitiva
as normalmente utilizadas pelas industrias. Além disso, a UFVTN 105AP possui teor
mais elevado de proteinas em relagdo as variedades normalmente utilizadas para o
consumo humano (CARVALHO, 2009).

O novo cultivar foi desenvolvido utilizando o método dos retrocruzamentos. O
progenitor recorrente utilizado foi o cultivar Monarca e 0s progenitores doadores para
auséncia das lipoxigenases LOX1, LOX2 e LOX3 foram cultivares japoneses, enquanto
0 gendtipo doador de alelos para alto teor protéico foi a variedade americana BARC-8.
Inicialmente foram desenvolvidas separadamente isolinas de Monarca com auséncia das
lipoxigenases (seis retrocruzamentos) e com alto teor protéico (quatro
retrocruzamentos), apds a obtencdo dessas isolinas estas foram cruzadas e apds quatro
geracOes de autofecundacdo foram selecionadas plantas com auséncia de lipoxigenases
e alto teor protéico. As sementes da UFVTN 105AP foram plantadas em campo
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experimental da COOPADAP em Séo Gotardo, Minas Gerais, em novembro de 2006 e
colhidas em abril de 2007 (CARVALHO, 2009).

Elaboracéo da farinha integral de soja

Os grdos de soja foram selecionados retirando as impurezas e sujidades e
lavados em &gua corrente. Posteriormente toda a agua foi drenada e os grdos foram
espalhados em tabuleiros, permanecendo a temperatura ambiente por 24 horas. A seguir
foram submetidos a temperatura de 150°C por 30 minutos em estufa com circulacéo de
ar (Nova Etica®, modelo 400/6ND) resfriados e armazenados em sacos plasticos. Para
producdo da farinha integral de soja, os gréos foram triturados em moinho de faca
(Brabender®, modelo Rotary Mill, Duisburg, Alemanha) e passados por uma peneira de
60 mesh (0,250mm) (CARVALHO, 2009).

Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 50 ratos machos adultos da espécie Ratus norvegicus albinus,
Mammalia, da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude, da Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram
adquiridos recém-desmamados, sendo mantidos em gaiolas individuais em ambiente
climatizado e recebendo dieta comercial até alcancarem a fase adulta (75 dias de idade),

guando atingiram peso corporal entre 300 a 350 g.

No periodo experimental, os animais também foram mantidos em gaiolas
individuais, em ambiente com temperatura controlada em 22 + 2°C, fotoperiodo de 12
horas e recebendo diariamente dieta e agua destilada ad libitum. Foram constituidos
cinco grupos com 10 animais cada, recebendo dietas experimentais conforme a tabela 1,
por um periodo de 56 dias, seguindo modelo do estudo de Milagro et al. (2006). As
quantidades de ingredientes foram ajustadas para se obter dietas isocaldricas entre os
dois grupos (equilibrada e obesogénica).

As dietas foram elaboradas semanalmente e mantidas em freezer convencional (-
24°C).
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Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais (g/100g de mistura).

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas
Ingredientes AIN-93M Farinha Integral de Soja CAE
100% PS 50% PS CAFS
Caseina (82% proteina) (Rhoster®) 15,40 - 7,70 0 0
Sacarose (Unido® refinada) 10,00 10,00 10,00 0 0
Amido de Milho (Anchieta®) 43,92 40,77 42,34 0 0
Amido Dextrinizado (Cor Products®) 15,50 15,50 15,50 0 0
Oleo de Soja (Soya®) 5,25 0,00 2,63 0 0
Celulose Microfina (Rhoster®) 5,00 2,50 2,50 0 0
Mistura Mineral AIN93M (Rhoster®) 3,50 3,50 3,50 0 0
Mistura Vitaminica AIN93M (Rhoster®) 1,00 1,00 1,00 0 0
L-cistina (Rhoster®) 0,18 0,18 0,18 0 0
Bitartarato de Colina (Rhoster®) 0,25 0,25 0,25 0 0
Farinha Integral de Soja 0 27,67 13,83 27,67 0
Paté de figado 0 0 0 10,33 14,28
Biscoito tipo Maria (Aymore®) 0 0 0 10,33 14,28
Batata frita “palha” (Quezinha®) 0 0 0 10,33 14,28
Chocolate ao Leite (Garoto®) 0 0 0 10,33 14,28
Bacon 0 0 0 10,33 14,28
Racdo comercial (Labcil®) 0 0 0 20,67 28,57

* AIN-93M =controle; 100% PS = dieta AIN-93M com 100% do teor de proteina proveniente da farinha integral de soja; 50% PS = dieta AIN-93M com 50% do teor de proteina
proveniente da farinha integral de soja; CAF: dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de soja, o que equivale a quantidade de proteina
fornecida pela AIN-93M.
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Composicao centesimal das dietas experimentais

As dietas experimentais foram coletadas semanalmente e ao final do
experimento foram homegeneizadas para anélise da composi¢do centesimal.

O teor de umidade foi determinado em estufa de circulacdo e renovacdo de ar
(Marconi®, modelo MA 035) a 105°C, durante 24 horas, até peso constante (AOAC,
1997).

O teor de proteinas foi determinado segundo o método semi-micro de Kjeldahl,
para a quantificacdo de nitrogénio total (AOAC, 1997). No calculo da conversdo de
nitrogénio em proteinas foi utilizada a constante 6,25.

A determinacdo de lipidios foi realizada por extracdo em aparelho de Soxhlet,
utilizando éter etilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo, de acordo com a AOAC
(1997).

O conteudo de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550°C
(AOAC, 1997).

O teor de carboidratos foi estimado por meio do calculo da diferenca entre 100 e
a soma do contedo de proteinas, gorduras, umidade e cinzas. Este procedimento esta
previsto na Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 360, de 23 de dezembro de
2003 (BRASIL, 2003).

O conteudo cal6rico da farinha integral de soja foi calculado de acordo com a
composicdo do alimento em proteinas, lipidios e carboidratos, sendo utilizados os
fatores de conversao 4, 9 e 4 kcal/g dos macronutrientes, respectivamente.

O teor total de fibras alimentares da dieta de cafeteria e cafeteria adicionada de
farinha de soja foi estimado a partir das informacfes descritas na rotulagem dos
produtos e em tabela de composicéo de alimentos. E das dietas AIN-93M, 100% e 50%
proteina de soja foram considerados a celulose e a concentracdo de fibra alimentar da

farinha integral de soja.

Desenho experimental

Foi realizado um estudo experimental controlado, com duracdo de 56 dias para

analises de parametros in vivo e ex-vivo. O desenho do estudo esté ilustrado na figura 1.

54



12 42 11° 19
Semanas
—
I b ' ¢
r 3
Nascimento Desmame Fase adulta 5 grupos experimentais
| Eutanasia

Dieta Comercial

| Dietas equilibradas |

|

| Dietas oheso

génicas |

——

Controle | Farinha integral de soja | I Cafetenia |
AIN-93M
[ |
100% 50%
Proteina de Proteina de
soja soja

Cafetenia+
farinha desoja

| Orgdos I

Figado, testiculo, Figado e | Figado |
pulmio erim Intestino ‘
| -g0°C | Fixados m
| em Bouin
TEBARS I
| Histomorfometna |

Figura 1 — Desenho experimental.
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Os efeitos da adicdo da farinha integral de soja para modular parametros
metabolicos e histologicos de animais alimentados com dietas equilibrada e
obesogénica foram avaliados em cinco grupos de animais, 0s quais receberam as
seguintes dietas peletizadas: i) dieta controle AIN-93M (REEVES, et al., 1993); ii)
100% proteina de soja: AIN-93M com substituicdo de 100% da caseina por proteina da
farinha integral de soja; iii) 50% proteina de soja: AIN- 93M com substituicdo de 50%
da caseina por proteina da farinha integral de soja; iv) CAF: dieta de cafeteria,
considerada como controle; v) CAFS: dieta de cafeteria com adi¢édo de 27,67 g farinha

integral de soja, o que equivale a quantidade de proteina fornecida pela dieta AIN-93M.

Coleta de amostras bioldgicas

In vivo

As fezes foram coletadas na Ultima semana, acondicionadas em freezer
convencional (-24°C) e posteriormente submetidas a secagem, trituragdo para

determinacéo de lipidios.

Ex-vivo

Ao final do experimento, os animais foram colocados em jejum por 12 horas,
anestesiados com éter e submetidos a eutanadsia por exsanguinacdo. O sangue foi
coletado e centrifugado a 1.000 x g, por 15 minutos, para obtencdo do soro que foi
armazenado a temperatura de - 20°C (para amostras bioquimicas séricas) e - 80°C
(anélise de peroxidacdo). Foram excisados os seguintes drgdos: figado, intestino, rim,
pulmédo e testiculo. Parte do material biolégico foi mantido em nitrogénio liquido e
liofilizado para posteriores analises bioquimicas, e outra parte foi fixada em liquido de

Bouin para estudos histologicos.

Parametros avaliados

Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar

Os animais foram pesados semanalmente e o ganho de peso total foi
determinado pela diferenca entre o peso final e 0 peso inicial dos animais durante os 56
dias de experimento.
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O consumo alimentar foi avaliado por meio do registro didrio de ingestdo
alimentar pelos animais.

Para a determinacdo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) utilizou-se a
seguinte férmula:

CEA = ganho de peso do animal (g) / consumo de dieta experimental (g)

Teor de lipidios e umidades nas fezes

O teor de umidade nas fezes foi determinado em estufa de circulacdo e
renovacdo de ar (Marconi®, modelo MA 035) a 105°C, durante 24 horas, até peso
constante (AOAC, 1997). A determinacdo de lipidios foi realizada por extracdo em
aparelho de Soxhlet, utilizando éter etilico como extrator, por 8 horas, sob refluxo, de
acordo com a AOAC (1997).

Parametros bioquimicos séricos

O colesterol total, fragdo HDL-c e triglicerideos foram determinados por meio
do método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kits comerciais Human do Brasil®,
com utilizacdo de procedimentos descritos no protocolo do fabricante. Apds as reacoes,
a leitura de absorbancia foi feita em espectrofotdmetro (Shimadzu®, modelo UV —
1601), em 500 nm. A concentragdo foi expressa em mg/dL. A razdo HDL/Colesterol foi
calculada.

A hemoglobina glicada foi determinada pelo método de troca i6nica, utilizando-
se kit comercial (Glycohemoglobin HbA:c-test — Human do Brasil®). Para a realizagéo
da analise foram seguidas as orientagdes descritas no protocolo do fabricante. Apds as
reacOes, a leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (Shimadzu®,
modelo UV — 1601) em 415 nm. A concentracdo de HbA1c foi expressa em % de Hb
total.

Para a determinacdo das atividades das aminotransferases foi empregado o
método cinético UV, utilizando-se kits comerciais (Human do Brasil®). Para a
realizacdo da analise foram seguidas as orientagfes recomendadas pelo fabricante. A
absorbancia foi lida em 365 nm, utilizando-se espectrofotdmetro (Shimadzu®, modelo
UV - 1601). A atividade das aminotransferases foi expressa em unidades internacionais
por litro (UI/L).
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Peroxidacao de lipidios

A peroxidacdo de lipidios foi estimada no soro e em homogenados de tecido
liofilizado de figado, pulmé&o, rim e testiculo, por meio do Teste de Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS), de acordo com metodologia descrita por
Buege e Aust (1978).

Para obtencdo dos homogenados, os tecidos liofilizados foram ressuspensos em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, na propor¢ao 1:10 (m/v).

Aliquotas de 0,5 mL do soro e dos homogenados dos tecidos foram adicionados
em tubos contendo solucdo de TBARS constituida de 15% de &cido tricloroacético e
0,375% de &cido tiobarbiturico dissolvidos em HCL 0,25N. A mistura da reacdo
permaneceu em banho-maria a 90°C por 15 min. Apés a incubacgdo, a mistura foi
resfriada e centrifugada a 1000 x g. O sobrenadante foi utilizado para leitura de
absorbancia em 535nm em espectrofotémetro (Shimadzu®, modelo UV — 1601). Os
resultados foram expressos em nmol de equivalentes de malondiadeido (MDA) por
miligrama de proteina nas amostras de homogenados e em nmol/mL nas amostras de
soro, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 10° Mlcm?® (BUEGE &
AUST, 1978).

Concentracédo de proteinas totais nos homogenados

Para a determinacdo de proteinas totais nos homogenados de tecidos foi
empregado o método de biureto, utilizando-se kit comercial (Proteinas Totais -
Bioclin®). Para a realizagdo das andlises foram seguidas as orientaces recomendadas
pelo fabricante. A leitura de absorbancia foi realizada em 545nm, utilizando-se
espectrofotdbmetro (Shimadzu®, modelo UV — 1601). A concentracdo de proteina foi

expressa em g/dL.

Indices hepatossomatico (IHS)

Apbs excisdo, o peso dos figados dos animais foi registrado e utilizado para
calcular o indice hepatossomatico, que representa a relagdo entre o peso do 6rgdo e o
peso do animal vivo em jejum de 12 horas, sendo:

IHS = PF/PC x 100, onde: IHS = indice hepatossomatico

PF = g peso figado

PC = g peso corporal
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Preparo do material histologico

Fragmentos do figado e do duodeno foram coletados de seis e quatro animais,
respectivamente, de cada grupo experimental, fixados em liquido de Bouin por um
periodo minimo de 24 horas, transferidos para solucéo de alcool 70% e preservados até
processamento. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para solucdo de alcool
95% por quatro horas, imersos em solucdo de &lcool 95% e resina glicolmetacrilato
(Leica, Historesin®) na proporcédo de 1:1 por 12 horas, seguida de resina pura por 24
horas, e posterior inclusdo.

Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados com 3 pum de espessura em
micrétomo automatico (Reichert-Jung®) utilizando-se navalha de vidro, e submetidos a
coloracdo pela técnica de Hematoxilina/Eosina. As laminas foram montadas com
entellan (Merck®), analisadas em microscopio de luz CX31 Olympus, e as imagens
foram obtidas com camera digital SC 020 por meio do software Analysis GETIT,
Olympus. As imagens das sec¢des histoldgicas foram capturadas com objetiva de 10X
para visualizacdo e quantificacdo da area de gordura no tecido hepéatico e morfometria
das camadas musculares do duodeno e com objetiva de 4X para morfometria das

vilosidades e criptas do duodeno.

Afericdo das gotas de gordura no tecido hepético

As éareas de gordura no tecido hepatico foram determinadas utilizando-se
quantificacdo computacional das gotas de gordura e os valores foram obtidos por meio
da aplicacdo de algoritmo desenvolvido na linguagem de programacdo Open Source
ScilLab, versdo 4.1 (INRIA, ENPC, 2006). A imagem das goticulas de gordura do tecido
hepético esté ilustrada na Figura 2.

Utilizou-se o principio de limiarizacdo, que consiste em separar regides de uma
imagem quando esta apresenta duas classes (0 fundo e o objeto), produzindo uma
imagem binéria. Esta fase consiste na particdo do histograma, convertendo os pixels
cujo tom de cinza é maior ou igual ao limiar em branco, e 0s demais em preto. Foi
criada uma imagem padréo de matriz com tamanho igual aquele das imagens a serem
analisadas. A area total real foi calculada para cada imagem analisada. Assim, nas
imagens binarias, as gotas de gordura foram representadas por pixels de valor unitario, e
todos os demais constituintes da imagem foram representados por pixels de valor zero
(ROCHA et al., 2008).
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Figura 2 - Goticulas degordura no tecido heético (seta preta).

Morfometria intestinal
As seguintes medidas foram tomadas com auxilio do aplicativo Image Pro-
Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics) segundo metodologia adotada por Carlos (2006).

» Altura das vilosidades - foram selecionados 10 campos aleatérios por animal.
Foram medidas 48 vilosidades por grupo experimental. Apenas as vilosidades
com epitélio definido e conjuntivo visivel foram utilizadas;

» Profundidade das criptas — foram obtidas as medidas de 10 campos por animal,
onde era possivel ver a base e o apice (abertura) da cripta. Foram medidas 40
criptas por grupo experimental.

» Espessura das camadas musculares interna e externa — foram obtidas as
medidas de 10 campos por animal. Foram medidas 40 musculares por grupo
experimental.

A imagem com as medidas da altura das vilosidades e profundidade das criptas
do duodeno estédo ilustradas na Figura 3 e com as medidas das espessuras das camadas
musculares interna e externa estdo ilustradas na Figura 4.
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Figura 3 - Medida da altura das vilosidades (linha verde) e profundidade das

criptas (Iinha amarela) do duodeno.

5

>

~~Muscular interna

- [}

Figura 4 - Medida da espessura das camadas musculares interna (linha verde) e

externa (linha amarela) do duodeno.

Andlise estatistica

A composicdo centesimal das dietas experimentais foi realizada em trés
replicatas e os resultados expressos em média. O delineamento experimental foi em
blocos, com cinco tratamentos e dez repeticOes. Para a analise histologica do intestino
delgado foram utilizados quatro repeticdes e do figado seis repeticdes. Os dados foram
analisados usando ANOVA e os resultados expressos como média = desvio padréo.

Diferenca significativa entre grupos foi detectada pelo teste de Duncan, utilizando o
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software SAEG-UFV 9.1 para analises de dados paramétricos. O teste de Kruskall-
Wallis foi usado para analisar a deposi¢do de gordura hepdtica, utilizando o programa
Sigma STAT versdo 2.03. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Aspectos éticos

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG) com o protocolo
212/2009 (Anexo 1).

RESULTADOS

A composicdo quimica centesimal das dietas experimentais esta apresentada na
Tabela 2. As dietas obesogénicas, CAF e CAFS, foram hipercaldricas, hiperlipidicas e
apresentaram grande quantidade de fibra alimentar em relacdo as dietas equilibradas
(AIN-93M, 100% PS e 50% PS).

A adicdo de farinha integral de soja a dieta de cafeteria contribuiu no aumento

de 36,5% de proteina e na reducéo de 9,0% de lipidios.

Tabela 2 - Composicdo quimica centesimal e densidade energética (DE) das dietas
experimentais (g.100g™).

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas
Constituintes Farinha Integral de Soja
AIN-93M CAF
100% PS 50% PS CAFS

Proteina 9,52 9,20 9,47 21,28 13,52
Lipidio 2,25 2,10 1,80 24,74 27,19
Cinzas 1,87 2,67 2,29 3,67 3,13
Umidade 32,20 32,58 32,99 19,80 23,25
Carboidrato 49,16 48,25 49,55 18,31 19,83
Fibra alimentar 5,00* 5,20* 3,90* 12,20** 13,08**
DE (Kcal.g?) 2,55 2,49 2,52 3,81 3,78

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substituicdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Teores estimados com base na concentracdo de celulose na dieta e composi¢cdo quimica centesimal da
farinha integral de soja.

** Teores estimados utilizando os valores encontrados nas embalagens dos produtos e a composicéo
quimica centesimal da farinha integral de soja.
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N&o foi observado diferenca estatistica no ganho de peso entre 0s grupos
experimentais. Porém, os grupos que receberam a dieta obesogénica, CAF e CAFS,
apresentaram menor (p<0,05) consumo alimentar total quando comparados aos grupos
que receberam as dietas equilibradas. Essa reducdo no consumo alimentar sem alteracédo
no ganho de peso aumentou (p<0,05) o CEA dos grupos tratados com as dietas

obesogénicas (Tabela 3).

Tabela 3 — Peso corporeo inicial (PCI) e final (PCF), ganho de peso (GP), consumo
alimentar (CA) e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos grupos que

receberam as dieta experimentais por 56 dias.

* Grupos experimentais

Dietas equilibradas Dietas Obesogénicas

Farinha Integral de soja
AIN-93M CAF
100% PS 50% PS CAFS

PCI(g) 311,22°+304 311,8°+255 3125°+240  3123*+268  311,7°+233
PCF(g) 461,9°+449 457,3*+50,1 480,0°+47,4  4744°+473  482,1°+ 446
GP(g) 151,0°+317 1455°+335 1675°+355  162,1°+299  170,4°+538
CA(g) 1786,6°+454 1768,2:+795 1802,22+89,2 14155°+77,2  1402,9°+51,6

CEA 0,08°+ 0,01 0,08°+0,01 0,09°+ 0,01 0,112+ 0,02 0,11+ 0,03

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substitui¢cdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média = DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.

Os valores sericos de colesterol total, HDL-c, triglicerideos, razdo HDL-
c/colesterol total e hemoglobina glicada dos animais estdo apresentados na Tabela 4.

O nivel sérico de colesterol total no grupo tratado com dieta AIN-93M nédo
diferiu significativamente dos grupos 50% PS e CAFS e foi menor (p<0,05) nos grupos
100% PS e CAF. Porém o grupo CAF nao diferiu (p<0,05) dos grupos 50% PS e CAFS.

Os niveis sericos de HDL-c foram menores (p<0,05) nos grupos 100% PS e nos
grupos das dietas obesogénicas, CAF e CAFS, e maiores (p<0,05) nos grupos que
receberam a dieta AIN-93M e 50% PS.

A relacdo HDL-c/colesterol total ndo diferiu (p>0,05) entre 0s grupos

experimentais.
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Os niveis de triglicerideos sanguineos foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e
CAFS. Porém, o grupo CAFS ndo diferiu (p>0,05) dos grupos AIN-93M, 50% PS e
CAF.

Os grupos que receberam as dietas obesogénicas, CAF e CAFS, apresentaram
aumento (p<0,05) no nivel sérico de hemoglobina glicada comparado aos grupos
tratados com dietas equilibradas (AIN-93M, 100% PS e 50% PS).

Tabela 4 — Perfil de lipidios (mg/dL) e teores de hemoglobina glicada (HbG) (% de
hemoglobina total) no sangue dos ratos apds 56 dias com dietas

experimentais.

* Grupos experimentais

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas
AIN.93M Farinha Integral de Soja CAF
100% PS 50% PS CAFS
Colesterol total 128,22 + 24,5 95,9°+9,3 114,1®»+17,8 1156 +22,8 103,1°+95
HDL-c 47,42 + 8,3 37,7°+7,0 48,62 £ 14,2 36,7+ 6,6 38,2+ 6,7
HDL-c/Colesterol 0,372+ 0,05 0,392 + 0,06 0,422 £0,09 0,332+ 0,07 0,352 £ 0,05
Triglicerideos 215,22+ 40,7 143,2°+34,3 209,52 +546 171,3% +556 202,92+28,5
HbG 9,5P+2,6 10,12+ 3,4 8,8°+22 16,82 £ 6,9 16,52+ 6,0

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substituicdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média + DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.

O teor de umidade das fezes, o peso do figado e o indice hepatossomatico ndo
diferiram (p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 5).

A excrecéo fecal de lipidios foi maior (p<0,05) nos grupos tratados com dietas
obesogénicas, CAF e CAFS, e menor (p<0,05) no grupo tratado com dieta AIN-93M. O
grupo 100% PS apresentou um aumento da excrecdo de lipidios nas fezes comparado
aos grupos AIN-93M e 50% PS.

A porcentagem de gordura no figado foi maior (p<0,05) no grupo 100% PS,
menor (p<0,05) no grupo CAFS e ndo apresentou diferenca (p>0,05) entre 0s grupos
AIN-93M, 50% PS e CAF.
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Tabela 5 — Teor de umidade e lipidios nas fezes, peso do figado (PF), indice
hepatossomaético (IHS) e porcentagem de gordura hepatica (GH) dos ratos
apos 56 dias com dietas experimentais.

* Grupos experimentais

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas

Farinha Integral de Soja

AIN-93M CAF
100% PS 50% PS CAFS

Umidade 27,96%+7,22 2583%*+6,57 22,72*+554 24,10°+3,68 22,08°+7,98
Lipidios 3,109+ 0,55 6,97+ 1,98 5,09°+0,44 13,64°+139 13,28%+1,55

PF (9) 1595*+236 14,79°+198 16,39°+1,88 1544*+2]13 16,58*+2,18
IHS 3,45+ 0,35 3,23*+0,21 3422+0,25  3,24°+0,21  3,44°+0,37
GH (%) * 0,618 2,517 0,688 0,17¢ 0,078

(0,06-1,84) (0,51-4,85) (0,27-2,73)  (0,01-3,84)  (0,01-15,29)

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substituicdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale & quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média = DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.

¥ Medianas (méx e min) com letras mailsculas distintas entre linhas apresentam diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) pelo teste de Kruskall-Wallis.

As concentracdes de TBARS no soro, figado, pulmao, testiculo e rim dos ratos
estdo apresentadas na Tabela 6.

As concentracfes de TBARS no soro foi menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e
CAF e maior (p<0,05) nos grupos AIN-93M e CAFS. O grupo 50% PS ndo diferiu dos
demais.

Os grupos tratados com dietas obesogénicas, CAF e CAFS, apresentaram maior
(p<0,05) concentracdo de TBARS no figado comparado aos grupos que receberam as
dietas equilibradas (AIN-93M, 100% PS e 50% PS).

A concentracdo de TBARS no pulmao foi maior (p<0,05) no grupo CAFS e néo
diferiu entre os grupos AIN-93M, 100% PS, 50% PS e CAF.

A concentracdo de TBARS no testiculo foi maior (p<0,05) nos grupos 50% PS,
CAFS e CAF e menor (p<0,05) nos grupos AIN-93M e 100% PS.

A concentracdo de TBARS no rim foi maior (p<0,05) no grupo CAF e ndo
apresentou diferenca (p>0,05) entre os grupos AIN-93M, 100% PS, 50% PS e CAFS.
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Tabela 6 — Concentracdes de TBARS no soro, figado, pulméo, testiculo e rim dos ratos

apos 56 dias com as dietas experimentais.

* Grupos experimentais

Concentragdo Dietas equilibradas Dietas obesogénicas
de TBARS Farinha Integral de Soja
AIN-93M CAF
100% PS 50% PS CAFS

Soro 1,62+0,5 1,2°+0,1 15%+0,1 1,72+0,1 1,2*+0,2
Figado 0,09°+0,03 0,09°+0,04 0,05°+0,02 044°+0,15  0,40%+0,09
Pulméo 774°+140 1186°+69,9 129,1°+424 2355*+78,0 76,5°+453
Testiculo 10,1°+ 3,7 10,7 + 4,4 18,02+54 18,1°+7,8 17,92+9,5
Rim 96,4°+19,7 86,6°+198 93,0°+26,0 97,8°+19,1 120,1°+25,6

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substitui¢cdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média = DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.

Os niveis séricos de aspartato aminotransferase nao diferiram (p>0,05) entre 0s
grupos experimentais e os niveis séricos de alanina aminotransferase foram maiores
(p<0,05) nos grupos tratados com dietas obesogénicas, CAF e CAFS, comparado aos
grupos tratados com dietas equilibradas (AIN-93M, 100% PS e 50% PS) (Tabela 7).

Tabela 7 — Niveis séricos de alanina (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (UI/L)

dos ratos apos 56 dias com dietas experimentais.

* Grupos experimentais

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas
Farinha Integral de Soja
AIN-93M CAF
100% PS 50% PS CAFS

ALT 90,0+ 12,0 91,4° + 13,6 91,4°+236 127,8°+253  130,8°+22,0
AST 338,6°+87,9 3429°+884 397,9°+89,4 422,3°+163,1 380,1°+113,1

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substituicdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média = DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.
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As medidas da altura das vilosidades, profundidade das criptas e espessura das
camadas musculares externa e interna do duodeno estéo apresentadas na Tabela 8.

A altura das vilosidades do duodeno foi maior (p<0,05) no grupo AIN-93M e
menor (p<0,05) nos grupos 100% PS e CAF. Os grupos 50% PS e CAFS apresentaram
altura intermediaria das vilosidades néo diferindo (p>0,05) entre si.

A medida da profundidade das criptas foi maior (p<0,05) nos grupos tratados
com dietas obesogénicas, CAF e CAFS, comparado aos grupos tratados com dietas
equilibradas (AIN-93M, 100% PS e 50% PS).

A medida da espessura da camada muscular externa do duodeno ndo diferiu
(p>0,05) entre os grupos AIN-93M, 100% PS, 50% PS e CAF, mas foi maior (p<0,05)
no grupo CAFS.

A medida da espessura da camada muscular interna do duodeno do grupo CAFS
foi superior (p<0,05) aos grupos AIN-93M, 100% PS e CAF e ndo diferiu do grupo
50% PS.

Tabela 8 — Medidas (um) da altura das vilosidades (AV), profundidade das criptas (PC),
espessura da camada muscular externa (EME) e interna (EMI) do duodeno de

ratos apds 56 dias com dietas experimentais.

* Grupos experimentais

Dietas equilibradas Dietas obesogénicas

AIN-93M Farinha Integral de Soja
100% PS 50% PS CAFS

CAF

AV 157,122+ 22,45 119,95°+2594 137,51"+21,93 130,23°+18,51  123,40°+ 33,39
PC 223,65+ 24,23 236,56 +39,82 237,67°+36,71 262,63°+ 34,20 258,06 + 47,73
EME  62,97°+19,15 63,77° + 18,28 69,87° + 17,67 89,932 + 30,39 63,08" + 18,68
EMI 88,09° + 32,37 87,49°+22,88  9515%+16,44 107,96*+31,38  79,00° + 17,55

AIN-93M: grupo controle; 100% PS = grupo com substituicdo de 100% da caseina por proteina de
farinha integral de soja; 50% PS = grupo com substituicdo de 50% de caseina por proteina da farinha
integral de soja; CAF = dieta de cafeteria controle; CAFS= dieta de cafeteria + 27,679 farinha integral de
soja, 0 que equivale a quantidade de proteina fornecida pela AIN-93M.

* Valores representados em média = DP. Médias com letras distintas comparadas entre linhas apresentam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) pelo teste de Duncan.
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DISCUSSAO

A substituicdo da caseina pela proteina da farinha integral de soja nas dietas
equilibradas e a adicdo de farinha integral de soja na dieta de cafeteria ndo alterou o
ganho de peso dos animais, comprovando a eficacia da proteina de soja na manutengéo
do peso corpdreo. Esta farinha integral de soja também foi adequada para promover o
crescimento e desenvolvimento de ratos Wistar (CARVALHO, 2009).

A dieta de cafeteria foi hiperlipidica e hipercalérica, mas ndo alterou (p>0,05) o
ganho de peso dos animais, diferindo do resultado encontrado por Pérez-Matute et al.
(2007), Li et al. (2008), Moraes (2009) e Shafat et al. (2009) no qual a dieta de cafeteria
induziu obesidade em ratos. O menor consumo das dietas de cafeteria pelos animais
pode ter contribuido para manutencdo do peso corpdreo, e, consequentemente,
apresentou o coeficiente de eficiéncia alimentar maior que os grupos tratados com as
dietas equilibradas.

O consumo das dietas de cafeteria, CAF e CAFS, pelos animais foi menor
comparado aos grupos que receberam dietas equilibradas, corroborando com Jackson et
al. (1996) em animais alimentados com dietas ricas em fibras e gorduras. Estes
resultados podem ser dificeis de avaliar, devido aos efeitos dos lipidios e das fibras, pois
as dietas hiperlipidicas favorecem a hiperfagia alimentar, como demonstrado no estudo
de Shafat et al. (2009) com animais e reduzem o apetite, como encontrado por Samra &
Anderson (2007) com homens saudaveis. E as fibras induzem a saciedade, devido ao
maior volume e ao estimulo da secrecdo de horménios intestinais (NOBRE e
MONTEIRO, 2003; PAPATHANASAPOULOS e CAMILLERI, 2010).

As dietas obesogénicas, CAF e CAFS, foram hiperlipidicas, porém né&o
aumentaram a concentracdo sérica de colesterol total e triglicerideos e a concentracao de
gordura no figado. Esse achado pode ter ocorrido devido ao aumento significativo da
excrecdo fecal de lipidios nos grupos que receberam as dietas obesogénicas, facilitado
pelo elevado teor de fibra alimentar. Outro mecanismo que também pode explicar essa
manutencdo sérica de colesterol seria a ingestdo em excesso de colesterol que pode
induzir a um feedback negativo, inibindo a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase
(HMG-CoA-redutase), uma enzima importante na sintese endogena de colesterol,
proporcionando assim um sistema de controle intrinseco para evitar aumento excessivo
na concentracao serica de colesterol (MORAES, 2009).

Houve também uma reducéo da concentracdo serica de HDL-c nos grupos que

receberam dieta de cafeteria com e sem farinha integral de soja semelhante ao
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encontrado por Macqueen et al. (2007) com ratos Sprague Dawley e Moraes (2009)
com ratos Wistar. Esse resultado demonstrou que essa dieta apresentou efeito
prejudicial a saide sem alterar seu efeito pela presenca da farinha integal de soja, pois
niveis elevados de HDL-c apresentam fator de protecdo contra possiveis eventos
cardiovasculares.

A farinha integral de soja apresentou efeito hipolipidémico quando a caseina foi
substituida completamente pela proteina de soja na dieta equilibrada, mas néo
apresentou 0 mesmo efeito quando adicionada a dieta obesogénica. Esse efeito
hipolipidémico da soja, em dietas equilibradas, também foi observado em outros
estudos com animais (CHAGAS et al., 2006; SAWASHITA, 2006; WILSON et al.,
2007; SIRTORI et al., 2009) e com humanos (TONSTAD et al., 2002; ROSELL et al.,
2004; HOIE et al., 2005). Porém, esses estudos utilizaram o isolado protéico de soja ou
as isoflavonas de forma isolada, ou associados entre si, diferente do presente estudo que
avaliou o efeito da farinha integral de soja.

O possivel mecanismo para explicar este efeito hipolipidémico da soja na dieta
equilibrada foi observado pelo aumento da excrecdo fecal de lipidios e 0 aumento na
deposicdo de gordura no figado. O efeito no aumento da excrecédo fecal de lipidios em
nosso estudo ocorreu provavelmente pela formacdo de peptideos ndo digeriveis e
insolGveis que se ligam aos &cidos biliares e ao colesterol favorecendo a excre¢do
desses compostos (SUGANO et al., 1993; BELLEVELLI, 2002; CHAGAS et al., 2006;
TORRES et al., 2006). A fibra alimentar também presente na farinha integral de soja de
forma intacta pode ter favorecido a excrecao de lipidios em relagdo a fibra purificada do
grupo da caseina (LO et al., 1987; LO et al. 1990).

O aumento na excrecdo fecal e a concomitante reducdo na absorcéo intestinal de
acidos biliares e colesterol, provavelmente, reduziu a chegada de colesterol no figado,
aumentando a demanda de colesterol para sintese de A&cidos biliares o que,
conseqlientemente, aumentou a expressdo do receptor de LDL-c para captacdo e
oxidacdo de colesterol no figado (TORRES et al., 2006). Tal fato pode explicar o
aumento da concentracdo de gorduras no figado.

Outra hipotese do efeito hipocolesterolémico da soja na dieta equilibrada esta
relacionada com o perfil de aminoacidos, uma vez que, a reducdo da relacdo
lisina/arginina levaria a reducgéo da relagéo insulina/glucagon (SANCHEZ et al.,1991,
DEMONTY et al., 2002; TORRES et al., 2006).

A farinha integral de soja do presente estudo contém isoflavonas agliconas,

daidzeina (14,3 mg.100g}) e genisteina (3,45 mg.100g™) e essas isoflavonas bioativas
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tem demonstrado efeito na reducdo dos niveis de triglicerideos e colesterol de forma
isolada (DEMONTY et al., 2002) ou associada as proteinas de soja (ADAMS et al.,
2002; DOUGLAS et al., 2006; WILSON et al, 2007). Podendo no presente estudo a
isoflavona ter potencializado o efeito hipolipidémico da proteina de soja, devido a sua
semelhanca estrutural com o hormdnio estrogénio, na qual pode desenvolver atividade
estrogénica ou antiestrogénica, controlando o metabolismo de lipidios e reduzindo-os no
sangue (CEDERROTH & NEF, 2009).

O cultivar de soja, UFVTN 105AP, em estudo foi modificado, geneticamente,
para conter maior teor de proteina, o que, provavelmente, aumentou a quantidade das
proteinas de reserva [B-conglicinina e glicinina (MORAIS et al., 2006; TASKI-
AJDUKOVIC et al., 2010), que pode ter favorecido o efeito hipolipemiante da farinha
integral de soja na dieta equilibrada. Fukuy et al. (2004) encontraram que a [3-
conglicinina, comparado ao grupo que recebeu caseina, promoveu reducdo na sintese de
acidos graxos no figado e maior excrecdo fecal de &cidos graxos em ratos e Moriyama
et al. (2004) encontraram que a P-conglicinina induziu a B-oxida¢do diminuindo a
sintese hepatica de acidos graxos e inibiu a absorcao de triglicerideos em camundongos
normais e geneticamente obesos em condicdes de restricdo energética. Duranti et al.
(2004) também encontraram efeito hipocolesterolémico da proteina glicinina em ratos
Sprague Dawley.

A ingestdo de farinha integral de soja na dieta equilibrada e também na dieta
obesogénica, ndo alterou o peso do figado dos animais, corroborando com Ferreira
(2008) que administrou a B-conglicinina em animais hipercolesterolémicos. Porém,
Madani et al. (2000) observou reducgdo no peso hepatico em ratos que receberam dietas
equilibradas com substituicdo de 10, 20 e 30% da caseina por proteina de soja e Chen et
al. (2003) em ratos alimentados com fragdo n&do-hidrolizadas do isolado protéico de
soja.

A soja tem sido também postulada por ter efeitos no controle do diabetes, uma
vez que a isoflavona tem papel modulador no metabolismo de glicose, devido a sua
semelhanga estrutural ao hormoénio estrogénio (CEDERROTH & NEF, 2009) e o &cido
fitico, também presente na farinha integral de soja, tem demonstrado efeito
hipoglicémico em camundongos diabéticos (LEE et al., 2005; LEE, 2006; KIM et al.,
2010). No presente estudo ndo foi observado efeito da ingestdo de farinha integral de
soja na reducdo do nivel de hemoglobina glicada dos ratos sem e com alteragdes
metabolicas. Entretanto, Lee (2006) encontrou reducdo da hemoglobina glicada no soro

dos ratos diabéticos tratados com genisteina e, ou isolado protéico de soja.
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A dieta de cafeteria apesar de conter baixa concentracdo de glicose, aumentou a
concentracdo sérica de hemoglobina glicada, corroborando com Moraes (2009). Esse
achado mostra que a ingestdo elevada de lipidios em detrimento de carboidratos e
proteinas também esta associada ao desenvolvimento do diabetes tipo 2. O possivel
mecanismo pode ser devido ao aumento da resisténcia a insulina associado a obesidade,
e, ou acumulo de gordura visceral que foi observado em estudos realizado por Woods et
al. (2003), Campion & Martinez (2004) e Milagro et al. (2006) com dieta de cafeteria. E
outro mecanismo seria a utilizacdo de lipidios como fonte energética, aumentando a
lipolise. A lipolise libera o glicerol dos triglicerideos que se converterd em glicose,
aumentando-os na corrente sanguinea (STIPANUK, 2006).

A soja tem apresentado efeito na reducdo do risco de DCV ndo somente pela
reducdo sérica de lipidios e glicose, mas também por apresentar compostos com
capacidade antioxidantes, como as isoflavonas, genisteina e daidzeina, que agem como
removedores de radicais livres, diminuindo a peroxidacdo de lipidios no soro e em
tecidos (KINA et al.,, 2004; HENEMAN et al.,, 2007; IBRAHIM et al., 2008;
CEDERROTH & NEF, 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Outro componente da soja que
tem sido estudado como antioxidante € o &cido fitico, devido a sua capacidade de
formar quelato com o ferro, tornando-o cataliticamente inativo (ENGELMAN et al.,
2005; QUIRRENBACKH et al. 2009; FILGUEIRAS et al., 2009). A ingestdo de farinha
integral de soja na dieta equilibrada contribuiu para reducédo na concentracdo de TBARS
no soro dos animais, indicando uma reducdo na peroxidacdo de lipidios séricos,
corroborando com Lee (2006) em ratos diabéticos alimentados com genisteina e, ou
isolado protéico de soja. Porém, a adicdo de farinha integral de soja na dieta
obesogénica aumentou a concentracdo de TBARS no soro.

A dieta de cafeteria, sem e com adi¢cdo de farinha integral de soja, mostraram
diferengas no efeito da peroxidagéo de lipidios no soro e nos diferentes tecidos, tendo
sido observado efeito protetor da farinha somente nos rins. Esses resultados estéo
conflitantes, uma vez que a farinha integral de soja tem compostos antioxidantes, como
as isoflavonas e o fitato, que sdo importantes para eliminagdo dos radicais livres,
impedindo a peroxidagdo de lipidios. Entretanto, o efeito antioxidante é dependente da
concentracdo das moléculas antioxidantes no meio biologico e pouco se sabe sobre a
distribuicdo e bioeficicia dos compostos antioxidantes dos alimentos nos diferentes

tecidos.
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A ingestdo da farinha integral de soja na dieta equilibrada ndo aumentou a
atividade das enzimas relacionadas a dano hepéatico, AST e ALT, mesmo tendo
apresentado um aumento de gordura no figado.

A dieta de cafeteria aumentou a lesdo hepatica, sendo observado uma maior
quantidade das enzimas ALT e AST no sangue e a adicao de farinha integral de soja na
dieta de cafeteria ndo apresentou efeito hepatoprotetor. Entretanto, Lee (2006) observou
em ratos diabéticos predispostos ao dano no figado, reducdo na atividade destas
enzimas, quando alimentados com genisteina e, ou isolado protéico de soja, diferente do
modelo utilizado no presente estudo. Outro estudo mostrou que a proteina de soja
enriquecido com isoflavona reduziu a relacdo aspartato/alanina aminotransferase em
ratos Zucker comparado a caseina, sugerindo que a proteina de soja enriquecida com
isoflavona previne danos de células hepéticas em ratos obesos (GUDBRANDSEN et
al., 2009).

Foi observado que a ingestdo de farinha integral de soja na dieta equilibrada
alterou a morfologia intestinal, devido a redugédo da altura das vilosidades intestinais,
que corrobora com Tamura & Suzuki (1998) e Caruso & Demonte (2005). A reducéo da
altura das vilosidades reflete na reducdo do transporte de nutrientes pela superficie do
enterdcito, diminuindo ainda o contetdo enzimatico das células da mucosa intestinal
(CARUSO & DEMONTE, 2005). Portanto, ndo pode-se diagnosticar quais os fatores
antinutricionais da farinha integral de soja foram responsaveis por essa alteracdo. E
reconhecida que as proteinas glicinina e P-conglicinina presentes na soja sdo
imunologicamente ativas, responsaveis por reacdes de hipersensibilidade que causam
atrofia das vilosidades (LIENER et al., 1994; ALLEE & TOUCHETTE, 1999;
BERTOL et al., 2001; CARUSO & DEMONTE, 2005).

Outro componente da soja que pode contribuir para a atrofia das vilosidades
intestinais sdo as lectinas que se apresentam geralmente na forma de glicoproteina e se
caracterizam por sua capacidade em se ligar a componentes de aclcares aderindo a
superficie do intestino delgado causando danos na parede intestinal (CARUSO &
DEMONTE, 2005). Como consequéncia a permeabilidade do intestino aumenta e as
lectinas e outros peptideos podem ser absorvidos promovendo efeitos deletérios sobre o
sistema imunologico (LI et al., 1990).

A dieta de cafeteria alterou a morfologia intestinal, uma vez que reduziu a altura
das vilosidades e aumentou a profundidade das criptas. Este efeito da dieta de cafeteria
no aumento da profundidade das criptas também foi encontrado no estudo realizado por

Scoris et al. (2010). Porém, a altura das vilosidades aumentou nos ratos que
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consumiram dieta de cafeteria. Essa diferenca encontrada pode ser explicada pelo maior
teor de fibra alimentar da dieta de cafeteria do presente estudo, uma vez que as fibras
alimentares tem efeito na reducdo da altura das vilosidades.

A adicdo de farinha integral de soja na dieta de cafeteria contribuiu para
aumentar a espessura das musculares interna e externa, porém ndo alterou a altura das

vilosidades e a profundidade das criptas.

CONCLUSAO

A farinha integral de soja apresentou efeito na prevencdo de alguns fatores de
risco para doencas cardiovasculares quando ingerida junto a dieta equilibrada, devido a
sua acdo hipolipidémica, a capacidade de reduzir a peroxidacédo lipidica no soro e ndo
causou danos hepaticos. Porém, ela ndo apresentou esse efeito preventivo quando
ingerida numa dieta obesogénica.

A diminuicdo da altura vilosidades intestinais pela farinha integral de soja,
indicou que apesar da qualidade de sua proteina e da presenca de compostos
antioxidantes, como isoflavonas e fitatos, ela pode causar efeitos prejudiciais sobre a
absorcéo de nutrientes no intestino.

Estudos devem ser realizados para avaliar se o efeito da ingestdo de farinha
integral de soja na reducdo das vilosidades intestinais pode afetar a absorcdo de

nutrientes.
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5. CONCLUSAO GERAL

A farinha integral de soja do cultivar UFVTN 105AP apresentou elevado teor de
proteina, de isoflavonas, fibra alimentar e acidos graxos poliinsaturados e contém
vitamina E, podendo ser uma alternativa de alimento protéico de origem vegetal, rico
em micronutrientes e em compostos bioativos.

A farinha integral de soja apresentou efeito na prevencdo de alguns fatores de
risco para doencgas cardiovasculares quando ingerida junto a dieta equilibrada, devido a
sua acdo hipolipidémica, a capacidade de reduzir a peroxidacdo de lipidios no soro e
ndo causou danos hepaticos. Porém, ela ndo apresentou esse efeito preventivo quando
ingerida numa dieta obesogénica.

A diminuicdo da altura das vilosidades intestinais pela farinha integral de soja,
indicou que apesar da qualidade de sua proteina e da presenca de compostos
antioxidantes, como isoflavonas e fitatos, ela pode causar efeitos prejudiciais sobre a
absorcéo de nutrientes no intestino.

Estudos devem ser realizados para avaliar se o efeito da ingestdo de farinha
integral de soja na reducdo das vilosidades intestinais pode afetar a absorcdo de

nutrientes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da dieta de cafeteria mostrou-se algumas limitagdes como a dificuldade de
homogenizacdo dos alimentos, dificuldade de controlar a densidade calorica e a
distribuicéo e ingestdo de macronutrientes, dificultando na interpretacao dos resultados.

Diante dos resultados encontrados, mostra-se que & importante o trabalho do
nutricionista na concientizacdo da populagdo sobre a importancia de se ter uma dieta
equilibrada e também do valor nutricional da soja, uma vez que além da qualidade de
sua proteina, apresentou compostos bioativos que auxiliam na reducdo de fatores de
risco de DCNT.

O uso da farinha integral de soja como ingrediente de novos produtos deve ser
estimulado para aumentar as propriedades nutricionais e funcionais da dieta.

Novos estudos sdo necessarios para verificar se as alteracfes encontradas no

intestino podem causar prejuizo na absorcdo de nutrientes.
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