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1 Introducéao

Alimentacdo saudavel é uma dieta equilibrada composta por todos os nutrientes
necessarios para a manutencdo das funcgbes fisioldgicas do organismo. Classicamente, 0s
nutrientes sao divididos em macro e micronutrientes, agua e as fibras. Os primeiros sdo compostos
pelos carboidratos, incluindo as fibras, gorduras e proteinas, cuja funcdo principal é fornecer
energia para as demandas metabdlicas, além de auxiliar na reconstrucdo celular. Ja os
micronutrientes, como as vitaminas e 0s minerais, a agua regulam as reacGes quimicas do
organismo. Diariamente, esses nutrientes precisam ser ingeridos de forma a repor os gastos
derivados da manutencdo das funcdes fisiologicas. A falta de reposicdo ou 0 excesso desses
nutrientes pode acarretar problemas a sadde (Vasconcellos, Recine et al., 2006; Usda, 2010).

O papel de uma alimentacdo adequada é fornecer nutrientes para atender os requerimentos
metabolicos e manter o individuo saudavel. Porém, alguns tipos de alimentos e componentes
alimentares especificos podem auxiliar as fun¢Ges do organismo, como é o caso dos alimentos
funcionais. Estes sdo entendidos como todo alimento ou ingrediente que, além das funcbes
nutricionais bésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabolicos
e/ou fisioldgicos benéficos a saude, devendo ser seguros para consumo sem supervisdao medica
(Anvisa, 1999). Alguns exemplos de alimentos funcionais incluem alimentos ricos em vitaminas
antioxidantes, fitoquimicos, probidticos, acidos graxos essenciais e fibras (Fao, 2007; Hasler e

Brown, 2009).
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Os fitoquimicos sdo compostos derivados de plantas encontrados em frutas, legumes,
feijoes, cereais e outras plantas. Ja foram identificados milhares de fitoquimicos, embora apenas
uma pequena fracdo tenha sido estudada. Os polifendis, sdo um grupo de compostos fitoquimicos
que contém em sua estrutura molecular anéis aromaticos de fenol ligados a uma ou mais
hidroxilas. As principais classes de polifenois sdo definidas de acordo com a natureza de seu
esqueleto de carbono: acidos fendlicos, flavonoides e os menos comuns estibenos e lignanos. Os
flavondides mais abundantes na nossa dieta sdo as flavonas, flavonais, isoflavonas, antocianinas,
entre outras (Scalbert e Williamson, 2000; Manach, Scalbert et al., 2004).

Os fitoestrogenos sdo um grupo diverso de compostos que mimetizam estrutural e
funcionalmente os estrogenos de mamiferos. Os fitoestrdgenos classicos constituem um grupo de
compostos derivados das plantas que inclui principalmente as isoflavonas (genisteina, daidzeina,
gliciteina, formononetina), lignanos (secoisolariciresinol, matairesinol, pinoresinol, lariciresinol),
coumestanos (coumestrol), estilbenos e o flavonoide quercetina (Clapauch, Meirelles et al., 2002).
Os alimentos com maior quantidade de fitoestrégenos totais sdo as nozes, sementes oleaginosas,
derivados de soja, cereais, frutas e legumes (Thompson, Boucher et al., 2006).

O mecanismo de acdo dos fitoestrdgenos é complexo, via interacdo com 0s receptores
nucleares para estrogeno, isoformas ER-o e ER-B, exibindo a¢des que podem ser tanto agonistas
como antagonistas em relacdo a acdo dos estrogenos (Hwang, Kwak et al., 2006). Sua acédo
bioldgica final, avaliada em estudos in vitro e in vivo em animais e humanos, depende de
multiplos fatores, tais como a estrutura quimica do fitoestrogeno, tipo de tecido ou célula, estado
estrogénico intrinseco, forma de administracdo, metabolismo, tempo e nivel de exposicdo. Estes
compostos caracterizam-se por especificidade tecidual elevada e atividade dose-dependente
(Moutsatsou, 2007).

As isoflavonas sdo um dos tipos de fitoestrogenos mais estudados. Podem ser encontradas

principalmente na soja e em seus derivados, tais como o queijo tofu, 0 misso, o leite e a farinha de
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soja (Clapauch, Meirelles et al., 2002). As isoflavonas mais estudadas sdo daidzeina, gliciteina e a
genisteina (Pan, Xia et al., 2007; Sosic-Jurjevic, Filipovic et al., 2007). Mais recentemente tem
havido interesse em estudar os metabolitos das isoflavonas, sendo o equol o principal metabolito
da daidzeina, produzido via microflora especifica do intestino. O equol tem meia vida prolongada
e maior atividade bioldgica, incluindo atividade antioxidante superior aos fitoestrogenos de
origem (Hwang, Kwak et al., 2006). Embora a maioria dos animais produza equol a partir de
daidzeina, 30-50% da populacdo humana adulta ndo o faz, sugerindo que este possa ser 0 motivo
pelo qual ndo se alcance os potenciais beneficios da soja mesmo quando é ingerida em
quantidades potencialmente benéficas (Jackman, Woodman et al., 2007; Tonetti, Zhang et al.,
2007). O fitoestrogeno genisteina tem se mostrado o mais eficaz em estudos experimentais e
clinicos. Estudo in vitro comparou os efeitos do estradiol aos da genisteina e daidzeina sobre a
proliferacdo celular (incorporacdo de [3H] Timidina) e sintese/degradacdo protéica (leucina
radiomarcada) em células musculares de ratos. Os fitoestrogenos testados ndo interferiram na
sintese/degradacdo protéica, mas a genisteina teve efeito semelhante ao do estradiol, inibindo a
proliferacdo das células em concentragdes >1 microM (Jones, Harty et al., 2005).

Os efeitos dos fitoestrogenos sobre a salde tém sido relatados como benéficos (efeitos
anticarcinogénicos, cardioprotetores, de melhora na sensibilidade a insulina, como reposicdo
hormonal da menopausa alternativa) (Peng, Clark et al., 2005; Guan, Yeung et al., 2006; Tempfer,
Bentz et al., 2007) ou deletérios (efeitos genotoxicos) (Di Virgilio, lwami et al., 2004; Klein e
King, 2007; Tonetti, Zhang et al., 2007), portanto, antes de serem empregados

indiscriminadamente, mais estudos Sao necessarios.
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2 CLIMATERIO: FITOESTROGENOS COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a menopausa € definida como a interrup¢éo da
menstruacdo em conseqiiéncia do término da producdo de hormonios femininos e fim da ovulacao
(WHO 1990). As mulheres nesta fase da vida podem apresentar diversos sintomas, como
fogachos, alteracGes urogenitais, osteoporose, além de terem aumentado seu risco para doencas
cardiovasculares (Sowers e La Pietra, 1995). A reposicdo estrogénica para o tratamento destes
sintomas ja faz parte da pratica clinica ha bastante tempo (Who, 1990). No entanto, os efeitos
adversos observados em ensaios clinicos de longa duragédo langaram um alerta sobre o risco de seu
uso (Hulley, Grady et al., 1998; Herrington, Reboussin et al., 2000; Rossouw, Anderson et al.,
2002). Considerando essas potenciais desvantagens, alternativas terapéuticas vém sendo
investigadas para o alivio destes sintomas, sendo os fitoestrégenos uma delas.

Um dos sintomas mais comuns em mulheres na menopausa sdo os fogachos. Os estudos
realizados com fitoestrégenos mostraram alguma eficacia na reducdo desta sintomatologia.
Ensaios clinicos randomizados e duplo cegos, realizados com mulheres na menopausa, que
receberam tanto equol (Aso, Uchiyama et al., 2011) como genisteina (D'anna, Cannata et al.,
2009; Evans, Elliott et al., 2011) demonstraram uma reducdo no nimero de fogachos diarios, em
comparagdo com o grupo placebo. O tempo de exposicdo aos fitoestrogenos ndo pareceu
influenciar na reducdo do numero de fogachos, pois tanto os estudos com 3 e 12 meses de

tratamento obtiveram resultados semelhantes.
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Além dos sintomas vasoativos, as mulheres na menopausa também apresentam perda
mineral 6ssea, podendo levar ao aumento da incidéncia de fraturas. Pesquisas que avaliaram o0 uso
dos fitoestrogenos equol (Tousen, Ezaki et al., 2011) e ipriflavolona (Zhang, Li et al., 2010),
mostraram uma reducdo na reabsorcdo da massa 0ssea. Estes estudos foram realizados com
mulheres asiaticas, que possuem um consumo elevado de derivados da soja, o que poderia estar
atuando como fator confundidor dos resultados, ja que em estudo realizado com mulheres

holandesas ndo se observou melhora desta variavel (Kreijkamp-Kaspers, Kok et al., 2004).

2.1 Estrogenos, Fitoestrogenos e Resisténcia Insulinica

A resisténcia a insulina € caracterizada pela baixa capacidade dos tecidos insulino-
sensiveis captarem a glicose, o que pode decorrer de defeitos nas vias de sinalizacdo insulinica
que regulam a translocacdo dos transportadores de glicose GLUT4 ou no recrutamento de
vesiculas contendo esta proteina para a membrana plasmatica, seu encaixe ou sua fusdo com a
membrana (Thorens, 1996a; White, 2003). A resisténcia a insulina é um fator importante na
patogénese do diabetes e sindrome metabdlica, além de estar associada com um risco aumentado
de doenca cardiovascular (Turner, Millns et al., 1998; Isomaa, Almgren et al., 2001; Mcfarlane,
Banerji et al., 2001; Eschwege, 2003; Rutter, Meigs et al., 2005; Jeppesen, Hansen et al., 2007;
Jeppesen, Hansen et al., 2008; Pencina, D'agostino et al., 2009).

O tecido adiposo desempenha papel fundamental na resisténcia a insulina. Os acidos
graxos circulantes provenientes dos adipocitos por meio da lipdlise estdo elevados em muitos
estados de resisténcia a insulina e tem sido sugerida sua participacdo na resisténcia a insulina do
diabetes do tipo 2 e da obesidade pela inibicdo da captacdo de glicose, da sintese de glicogénio e

da oxidagdo de glicose, e também da maior producdo hepatica de glicose (Boden e Shulman,
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2002). A presenca de elevados niveis de acidos graxos livres circulantes também esta associada a
reducdo da fosforilacdo insulino-estimulada do IRS1 em tirosina e de sua associacdo com a PI3-
quinase (Shulman, 2000). A ligacao entre elevacdo dos acidos graxos livres e resisténcia a insulina
pode envolver o acumulo de triglicérides e metabolitos derivados de &cidos graxos (diacilglicerol,
acetil-CoA e ceramidas) no masculo e figado (Zechhin, Carvalheira et al., 2004).

Os horménios ovarianos possuem funcao operacional primaria na reproducéo e sabe-se que
também influenciam a homeostase glicémica, ja que situacdes como as flutuagdes naturais de
horménios ovarianos do ciclo menstrual (Ezenwaka, Akanji et al., 1993), gestacdo (Rushakoff, R.
J. e Kalkhoff, R. K., 1981; Barros, R. P., Morani, A. et al., 2008) e menopausa (Cagnacci, Soldani
et al., 1992b) determinam alteracdes do metabolismo da glicose.

E bem conhecido o efeito da gestacdo em induzir um estado de resisténcia a insulina,
estimulando maior secrecdo de insulina, o que envolve aumento da massa das ilhotas pancreaticas
e a sensibilidade das células B a glicose (Reece, Homko et al., 1994). Entretanto, essa resposta
compensatdria muitas vezes ndo € suficiente para preservar a homeostasia glicémica, surgindo o
quadro clinico de diabetes gestacional. Em mulheres com diabetes prévio a gestacéo, a resisténcia
insulinica durante a gestacdo piora seu controle glicémico (Cousins, 1991). Além dos horménios
de origem placentaria, que causam resisténcia a insulina, tem sido sugerido que altas
concentracdes de estrdgenos, 0 que é caracteristico da gestacdo, também podem ser causa de
reducdo da sensibilidade a insulina (Livingstone e Collison, 2002).

Alternativas tém sido buscadas para a melhora deste quadro de resisténcia insulinica,
porém, com resultados controversos. Em uma metanalise realizada com 10 ensaios clinicos
randomizados que avaliavam o efeito de fitoestrogenos sobre o metabolismo da glicose, em um
total de 794 mulheres ndo asiaticas na perimenopausa e na p0s-menopausa, observou-se que a
ingestdo diaria de doses de isoflavonas entre 40 e 120 mg ndo afetou os niveis séricos de glicose e

insulinemia de jejum, apesar da grande variacdo do seu tipo e das dosagens de isoflavonas nestes



16

estudos. Contudo, quando comparado o efeito da genisteina isolada com placebo houve

decréscimo na glicemia de jejum (Ricci, Cipriani et al., 2010).
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3 Estrdgeno, Fitoestrogeno e GLUT4

GLUT4 é o chamado transportador de glicose insulino-sensivel, cujo principal papel é
proporcionar a captacdo de glicose mediada pela insulina no tecido adiposo e muscular, tecidos
estes que expressam especificamente, mas ndo unicamente, a proteina GLUT4 (Gould e Holman,
1993). Modificacdes na expressdo desta proteina nos tecidos adiposo e muscular esquelético
associam-se diretamente com aumento ou reducdo da sensibilidade a insulina (Thorens, 1996).
Nas células em repouso, o0 GLUT4 localiza-se principalmente no compartimento intracelular,
representando em adipdcitos até 95% do conteddo celular total deste transportador (Rea 1997). A
captacdo de glicose mediada por insulina no tecido muscular e adiposo € limitada pela expressao
deste transportador (Rea e James, 1997). A insulina liga-se ao seu receptor e ativa uma cascata
intracelular que culmina na translocacdo de vesiculas contendo GLUT4 do citoplasma para a
membrana celular, possibilitando a entrada de glicose na célula (Zhou, Chen et al., 1999a). Esse
mecanismo torna a captacao de glicose no masculo e no tecido adiposo dependente da transmissao
do sinal insulinico, e alteracfes nessa via tém sido amplamente investigadas (Folli, Saad et al.,
1999).

O musculo cardiaco é caracterizado por uma alta taxa de consumo de glicose (Depre et al.
1999) . Os cardiomidcitos expressam o0s transportadores GLUTS 1 e 4, este Ultimo mais importante
do ponto de vista quantitativo neste tecido. Em cardiomidcitos isolados de ratos, a insulina
agudamente estimula o transporte de glicose e translocacdo de GLUT4 do interior da célula para

sua superficie, o que é limitado na sua auséncia. A regulacdo da captacao de glicose pode também
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ser afetada pelas catecolaminas, serotonina, anoxia, isquemia e atividade contratil muscular,
regulacdo que se da essencialmente através de aumento no deslocamento de GLUT4. Lactato e
acidos graxos livres podem inibir o transporte de glicose nos cardiomidcitos (Zorzano, Sevilla et
al., 1997). Mais recentemente, identificou-se que o SGLT1, um co-transportador de sodio e
glicose, também é importante para a sua captacdo nos cardiomiécitos (Banerjee, Mcgaffin et al.,
2009).

Ja foi demonstrado que o conteudo de GLUT4 no tecido adiposo branco diminui em
mulheres gravidas saudaveis, e mais ainda naquelas com diabetes (Garvey, Maianu et al., 1993;
Okuno, Akazawa et al., 1995). Em ratas se observou que no pés-parto, a resisténcia insulinica
reverte rapidamente (Taylor e Davison, 2007) de maneira complexa, tempo e tecido-especifica, e
envolve uma fase de hipersensibilidade no tecido muscular esquelético (periodo inicial de
lactacdo), durante a qual o GLUT4 ndo se altera neste territério (Anhe, Hirabara et al., 2007).

Em musculo esquelético, principal territorio de resisténcia insulinica (Zorzano, Santalucia
et al., 1998; Ryder, Gilbert et al., 2001), a expressdo de GLUT4 foi recentemente explorada por
nosso grupo. Ratas ovariectomizadas mostraram ter aumento da sensibilidade insulinica, enquanto
que o uso de 17-B-estradiol (E2) por 7 dias nestas mesmas ratas diminuiu a sensibilidade a
insulina. Estas alteracbes foram acompanhadas por mudancas na expressdo de GLUT4 no
masculo, sem modificacdo da mesma em tecido adiposo, sugerindo que o musculo tem papel
chave na modulacdo da homeostase glicémica induzida por E2. Da mesma forma, experimentos
conduzidos in vitro mostraram que altas doses de E2 foram capazes de reduzir a expressdo de
GLUT4 (em 25%) em células L6 de forma dose e tempo-dependente. Ja que o E2 regula a
expressao de GLUT4 em musculo, reduzindo sua expressdo quando utilizado em altas doses,
como € o caso da gestacao, conclui-se que o hiperestrogenismo da gestacdo pode estar relacionado
ao estado de resisténcia a insulina caracteristico desta situacdo (Barros, R. P., Morani, A. et al.,

2008).
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No entanto, os efeitos dos hormoénios ovarianos sobre a resisténcia a insulina e expressao
de GLUT4 foram também estudados quando usados em doses fisioldgicas. Um estudo com ratas
avaliou o efeito da ovariectomia sobre 0 GLUT4 em tecidos muscular e adiposo, e mostrou ndo
haver reducdo do transportador nesta circunstancia, embora tenha sido avaliado apenas seu
conteddo total e ndo a translocacdo do mesmo. O estrogeno nédo alterou o transportador quando
usado em doses fisiologicas e supra-fisiologicas, mas a progesterona sim. Este estudo se
diferenciou de outros que avaliaram resisténcia a insulina em ratas ovariectomizadas pelo fato dos
animais terem sua alimentacdo controlada, evitando ganho de peso associado, configurando,
segundo os autores, fator de confusdo neste tipo de avaliacdo (Campbell e Febbraio, 2002). No
entanto, quando ndo se faz o controle da racdo administrada as ratas ovariectomizadas, observa-se
aumento de peso, de gordura visceral, piora da tolerancia a glicose, downregulation de IRS-1,
disfuncdo cardiaca e inflamacao, fatores estes que sao corrigidos pelo uso de doses fisiologicas de
estrégeno (Kumagai, Holmang et al., 1993; Gonzalez, Alonso et al., 2001; Bruun, Nielsen et al.,
2003; Liu, Xu et al., 2004) ou exercicio fisico (Saengsirisuwan, Pongseeda et al., 2009). Os
estudos foram diferentes também quando se considerou o tempo de ovariectomia.

Em mulheres portadoras da sindrome dos ovarios policisticos, também ocorre um estado
de resisténcia a insulina, que se acompanha de reducao no conteudo de GLUT4 no tecido adiposo,
independentemente da presenca de obesidade (Rosenbaum, Haber et al., 1993). Estudo com
mulheres diabéticas mostra que durante o ciclo menstrual, fase litea, existe uma reducdo na
sensibilidade a insulina (Escalante Pulido e Alpizar Salazar, 1999). Estas flutuacdes hormonais do
ciclo menstrual, gestacdo e na sindrome dos ovarios policisticos, sugerem que exista um horménio
de origem ovariana capaz de regular o GLUT4 e a sensibilidade insulinica.

Outros estudos evidenciaram que o E2 regula a expressdio do mRNA do GLUT4 em
células musculares L6 (em cultura) de forma complexa, sugerindo participacdo diferenciada dos

receptores de estrogeno (ER) o e B (Barros, 2004). A expressdo do GLUT4 em camundongos
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knockout para ER-a, ER- e aromatase (esse Ultimo, sem producdo endogena de estrdégeno)
revelou que o ER-a € um estimulador, enquanto que o ER-f é um supressor do gene do GLUT4
(Barros, Machado e Gustafsson, 2006; Barros, Machado, Warner et al., 2006). Estes estudos
evidenciaram que os estrogenos desempenham um papel fisiologico na regulacdo da homeostasia
glicémica mesmo em machos. E possivel que a modulacio da expressdo de GLUT4 induzida por
E2 em células L6, que é dose e tempo-dependente, seja determinada por mudanca na expressao
e/ou atividade dos receptores ERa ¢ ERP. Ja foi demonstrado efeito tempo (Jeng, Shupnik et al.,
1998) e dose-dependente (Varayoud, Ramos et al., 2005) do E2 sobre a expressdo de ERs. Além
disso, foi mostrado que a atividade dos ERs sobre a transcri¢do de genes alvo inicia com efeitos de
E2 em doses baixas através de a¢do sobre ERa, enquanto que a a¢do sobre ERP ocorre sob efeito
de altas concentracfes do horménio (Hall e Mcdonnell, 1999). Portanto, baixas concentracfes de
E2 poderiam estar causando predominantemente um aumento do efeito dependente de ERa sobre
o GLUTA4.

Como os ERs alteram a expressdo de GLUT4 néo se sabe. E possivel que os ERs possam
interagir com outros fatores transcricionais, tais como o NF-kB (Galien e Garcia, 1997), que 0s
préprios receptores estejam agindo como fatores transcricionais ou que ocorram efeitos néo-
gendmicos determinados pelo E2, como ja descrito (Santen, Song et al., 2005).

Evidéncias recentes tém sugerido efeito benéfico dos fitoestrogenos na obesidade e
diabetes. Estudos de intervencdo nutricional em animais (Lavigne, Marette et al., 2000) e
humanos (Tsai, Mott et al., 1983; Tsai, Vinik et al., 1987) mostraram que a ingestdo de proteina
da soja pode melhorar o controle glicémico e reduzir a resisténcia a insulina. Ha, no entanto,
estudos que ndo comprovam estes efeitos benéficos (Hall, Vafeiadou et al., 2006). Néo se sabe,
ainda, se os possiveis efeitos benéficos da soja se devem a ingestdo de isoflavonas (daidzeina e
genisteina), lignanos (matairesinol e secoisolariciresinol), ou outro componente. Especificamente

os lignanos sé@o encontrados em grande quantidade na linhaga (Clapauch, Meirelles et al., 2002).
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As isoflavonas poderiam ter estes efeitos benéficos por modular a secrecdo de insulina pelo
pancreas, através de suas acdes antioxidantes ou por mecanismos via ERs (Bhathena e Velasquez,
2002). Ensaio clinico randomizado em mulheres pos-menopausicas mostrou efeitos benéficos da
genisteina vs placebo em reduzir fibrinogénio, glicemia e insulinemia de jejum e também a
resisténcia insulinica avaliada pelo HOMA-IR, todos potenciais efeitos cardiovasculares benéficos
(Crisafulli, Altavilla et al., 2005). Interessante observar que, embora sem efeitos benéficos no
grupo de mulheres pds-menopausicas avaliado na sua totalidade, o uso de soja elevou o HDL-
colesterol naquelas com gendtipo ERP (cx) Tsp5091, sugerindo que um subgrupo de mulheres
possa ter beneficio com o uso de fitoestrégenos, o que estaria ligado a varia¢des no gene do ERf
(Hall, Vafeiadou et al., 2006).

Maior sensibilidade & insulina foi observada em ratos alimentados com dieta a base de
proteina de soja vs. animais alimentados a base de caseina (Sugano, Ishiwaki et al., 1982),
resultados que foram atribuidos a uma proteina de 37-kDa da soja, que mostrou modular a acao da
insulina em estudos in vitro (Minami, Moriyama et al., 1990). Em ratos (Taha e Wasif, 1996) e
humanos (Tsai, Vinik et al., 1987) com diabetes tipo 2 observou-se resultados semelhantes. No
entanto, ndo é claro se os efeitos benéficos sobre o metabolismo da glicose e lipidios se devam a
proteina da soja, isoflavonas ou fibras, j& que dietas ricas em fibras podem trazer beneficios
semelhantes.

O uso de um extrato de soja contendo as isoflavonas genisteina e daidzeina foi investigado
in vitro, mostrando efeito protetor a oxidacdo do LDL. O equol teve efeito antioxidante melhor do
que a genisteina e a daidzeina, e foi semelhante ao E2. Em vesiculas de borda em escova de
intestino de coelhos o extrato de soja mostrou-se capaz de inibir a captagcdo de glicose, embora
menos potente do que a florizina, um classico inibidor do SGLT (Vedavanam, Srijayanta et al.,
1999). No entanto, em celulas musculares lisas que foram transfectadas com UCP3 in vitro, o

aumento da captacao de glicose e da expressdo de GLUT4 na membrana celular determinado pela
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hiperexpressao desta proteina, foi abolido pelo uso de genisteina (Huppertz, Fischer et al., 2001),
e em adipdcitos in vitro a genisteina inibe diretamente a captacdo de glicose (Bazuine, Van Den
Broek et al., 2005; Nomura, Takahashi et al., 2008). Foi demonstrado recentemente, que a
genisteina ndo aumentou a expressdo do GLUT4 no musculo cardiaco bem como 0s niveis séricos
de glicose em ratas ovariectomizadas (Al-Nakkash, Markus et al., 2010). A investigacao do uso de
derivados de genisteina em miotubos in vitro mostrou ser capaz de aumentar a captacdo de
glicose, fosforilagdo de AMPK e maior expressdo de GLUT1 e GLUT4 (Lee, Kim et al., 2009).
Estudo em coracdes de ratas ovariectomizadas mostraram reducao de 0xido nitrico e expressao de
NO sintase endotelial (eNOS) no tecido miocardico, efeitos que foram revertidos com a
suplementacdo de 17-B-estradiol ou genisteina, com menor para-efeito desta Gltima sobre o
sistema reprodutor (Tang, Wang et al., 2005). Agudamente, 0 aumento de eNOS pelo estrogeno se
da pela via Akt/PKB, o que se associa a melhora da funcéo endotelial (Florian, Lu et al., 2004), o
que também foi visto cronicamente (Stirone, Boroujerdi et al., 2005).

Estudo com ratos diabéticos tratados com genisteina mostrou eficacia deste tratamento na
melhora das complicacdes do diabetes. A genisteina reduziu neuropatia periférica, o estresse
oxidativo e restaurou o conteldo de nerve growth factor (NGF) no nervo ciatico e de iNOS/eNOS
na aorta tordcica. O uso deste fitoestrdgeno poderia servir como terapia alternativa as
complicacdes do diabetes (Valsecchi, Franchi et al., 2010).

Os mecanismos de acdo dos fitoestrogenos podem ser relacionados a sua semelhanca
estrutural com os estrogenos. Os fitoestrogenos agem como estrégenos fracos, competindo com o
E2 pela ligacdo aos receptores nucleares, e modulando seus efeitos transcricionais (Martin,
Horwitz et al., 1978). Ja foi mostrado que os fitoestrogenos se ligam aos receptores ERa e ER, o
que poderia ocorrer com maior eficiéncia no ERP (Kuiper, Lemmen et al., 1998). Os
fitoestrogenos podem também exercer seus efeitos por mecanismos ndo relacionados aos

receptores, por inibir a atividade de vérias enzimas envolvidas na sinalizagdo celular (Linassier,
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Pierre et al., 1990), por modificar eventos como proliferacdo e diferenciacdo celulares (Jones,

Harty et al., 2005) e por efeitos antioxidantes (Vedavanam, Srijayanta et al., 1999).
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4  Justificativa

Isoflavonas e lignanos sdo encontrados em abundancia na soja e linhaca,
respectivamente, e sdo frequentemente prescritos informalmente a mulheres no climatério com a
idéia de se obter reversdo de alteracdes fisiopatoldgicas caracteristicas deste periodo e beneficios
metabolicos e cardiovasculares, assim como a prescricdo de reposicdo hormonal da menopausa
com estrogenos. A interferéncia da funcdo ovariana na sensibilidade a insulina é bem conhecida.
Neste sentido, a participacdo dos estrégenos tem sido sugerida a partir da observacdo de varias
situaces fisioldgicas e/ou fisiopatoldgicas, entretanto os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo
plenamente estabelecidos. Portanto mais estudos sdo necessarios para o entendimento da acao
destes horménios. Adicionalmente, ndo had estudos quanto aos efeitos dos lignanos sobre a
sensibilidade a insulina e dos fitoestrdgenos, soja e linhaca, sobre a expressao de transportadores
de glicose (tecido adiposo, coracdao e musculo esquelético) in vivo, assim como é de interesse

comparar estes efeitos aos do 17-B-estradiol usado em doses fisiologicas.
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5 Hipotese

O uso de 17 B-estradiol em doses fisioldgicas e dos fitoestrogenos, da soja e da linhaca,
poderiam melhorar a sensibilidade insulinica e aumentar o transporte de glicose no tecido adiposo,

coracdo e musculo esquelético.
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6 Objetivos

6.1 Geral

Investigar, in vivo, o efeito de estradiol (niveis fisioldgicos) e fitoestrogenos (isoflavonas —
semente de soja e lignanos — linhaca) sobre a sensibilidade insulinica, expressdo de
transportadores de glicose GLUT4 em tecido adiposo, coragdo e musculo esquelético de ratas

ovariectomizadas.

6.2 Especificos

1. Avaliar a sensibilidade insulinica apo6s 21 dias de tratamento com 17-estradiol, linhaca e
soja;

2. Analisar a pressdo arterial e frequéncia cardiaca dos animais ap6s 0s tratamentos;

3. Analisar o perfil lipidico ap6s os tratamentos;

4. Quantificar o contetdo de Glut4 na membrana plasmatica e fracdo microssomal do tecido

adiposo, coracdo e musculo gastrocnémio.
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RESUMO

Impacto do Tratamento com Estradiol e Fitoestrégenos na Sensibilidade Insulinica e Glut4
em Ratas Ovariectomizadas

Luciana Pereira Dresseno, Alexandre Machado Lehnen, Ariel Silveira, Melissa Medeiros
Markoski, Ubiratan Fabres Machado, Beatriz D’Agord Schaan

Introducé&o: O uso de estrégeno é comumente recomendavel no periodo do climatério. Entretanto,
0 estrégeno pode trazer eventos adversos. Assim, o uso de fitoestrogenos vem sendo estudado
como tratamento alternativo & reposicdo estrogénica. Objetivo: Awvaliar, in vivo, o efeito de
estradiol e fitoestrogenos sobre parametros hemodinamicos, perfil lipidico, sensibilidade
insulinica e GLUT4 em ratas ovariectomizadas. Métodos: 44 ratas Wistar com 90 dias de idade
sofreram ovariectomia. Apds vinte e um dias, foram divididas em 4 grupos: C (ovariectomizadas
tratadas com dieta padréo), E (ovariectomizadas tratadas com dieta padrdo e insercdo de pellet
subcutaneo com 17p-estradiol), L (ovariectomizadas tratadas com dieta padrdo com adicdo de
proteina de farinha de linhaca e insercdo de pellet subcutaneo placebo) e S (ovariectomizadas
tratadas com dieta com adicdo de proteina de soja e inser¢do de pellet subcutaneo placebo). A
intervencdo dietética ocorreu por 21 dias, apds alocacdo dos grupos. Ao final do estudo foi
realizado o teste de tolerancia insulinica (KITT), registrado a pressdo arterial, coletado sangue,
para anélise do colesterol total (CT), colesterol LDL, colesterol HDL e triglicerideos, por teste
imunoenzimatico, e coletado o coracdo, tecido adiposo e musculo esquelético (gastrocnémio) para
andlise da expressdo do GLUT4 por Western blot. Resultados: O grupo E apresentou menor peso
corporal e indice de Lee, em relacdo grupo C (p=0,002 e p<0,001, respectivamente). Houve
tendéncia de melhora na sensibilidade insulinica do grupo S em relacdo aos demais grupos,
embora sem significancia estatistica (p=0,064). O uso do estrégeno determinou aumento do peso
do utero aproximadamente 3 vezes em relacdo aos demais grupos (p<0,001). Os pardmetros
hemodindmicos ndo se mostraram alterados em nenhum dos grupos estudados. Os grupos L
(~28%, p=0,037) e S (~35%, p=0,011) mostraram menores niveis de CT em relacdo ao grupo C.
Também foi observada reducdo no LDL em comparacdo ao grupo C (L: ~40%, p=0,031 e S:
~56%, p=0,003). N&o houve alteracdo nos niveis de HDL dos animais estudados. Os triglicerideos
mostraram-se reduzidos no grupo L (~60%, p=0,036) e no grupo S (~71%, p=0,014), comparados
ao grupo C. A expressdo do GLUT4, na fracdo microssomal do tecido adiposo, foi maior nos
grupos E e L (p=0,030 e p=0,019, respectivamente), bem como na membrana plasmatica dos
grupos E, L e S (E: 102%, p<0,001; L: 92%, p=0,011; S: 81%, p=0,020), comparados ao grupo C.
No coracdo, houve aumento do GLUT4 na fracdo microssomal do grupo L (~78%, p<0,001); ja na
membrana plasmatica, 0 GLUT4 se mostrou elevado nos grupos E, L e S (p=0,026; p=0,001;
p=0,040 respectivamente), quando comparados ao grupo C. Nao houve alteracdo do GLUT4 no
gastrocnémio ao longo do estudo. Conclusdo: As intervencbes dietéticas linhaca e soja
promoveram reducdo do colesterol total, LDL e triglicerideos e ndo modificou os dados
hemodinamicos. Tanto o uso do estrégeno, como da linhaca e soja aumentaram a expressao de
GLUT4, especialmente no tecido adiposo.

PALAVRAS-CHAVE: Estradiol; Linhaca; Soja; Fitoestrogenos; Resisténcia Insulinica; GLUT4;

Ovariectomia; Ratas.
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ABSTRACT

Introduction: The use of estrogen is usually recommended during the climacteric period.
However, estrogen can cause some side effects. Thus, the use of phytoestrogens has been studied
as an alternative treatment to estrogen replacement. Objective: To evaluate in vivo the effect of
estradiol and phytoestrogens on the hemodynamic parameters, lipid profile, insulin sensitivity and
GLUT4 in ovariectomized rats. Methods: 44 Wistar rats 90 days old underwent ovariectomy.
After twenty-one days, were divided into 4 groups: C (ovariectomized treated with standard diet),
E (ovariectomized treated with standard diet and inserting pellet subcutaneously with 17f-
estradiol), L (ovariectomized treated with standard diet with added protein flaxseed meal and
insertion of subcutaneous pellet placebo) and S (ovariectomized treated with diet with soybean
protein and insertion of subcutaneous pellet placebo). The dietary intervention occurred 21 days
after allocation of the groups. At the end of the study was performed insulin tolerance test (Kitt),
recorded blood pressure, blood collected for analysis of total cholesterol (TC), LDL cholesterol,
HDL cholesterol and triglycerides by enzyme immunoassay, and collected the heart tissue fat and
skeletal muscle (gastrocnemius) for GLUT4 expression analysis by Western blot. Results: The E
group had lower body weight and Lee index, when compared to group C (p = 0.002 and p <0.001,
respectively). There was a trend of improvement in insulin sensitivity of the S group compared to
other groups, although not statistically significant (p = 0.064). The use of estrogen resulted in an
increase in uterine weight approximately three times compared to other groups (p <0.001).
Hemodynamic parameters were not altered in any group. The groups L (~ 28%, p = 0.037) and S
(~ 35%, p = 0.011) showed lower levels of CT compared to group C. It was also observed
reduction in LDL compared to group C (L: ~ 40%, p = 0.031 and S: ~ 56%, p = 0.003). There
were no changes in HDL levels in the animals studied. Triglycerides were shown to be reduced in
group L (~ 60%, p = 0.036) and Group S (~ 71%, p = 0.014) as compared to group C. The GLUT4
expression in the microsomal fraction of adipose tissue, was higher in Groups E and G (p = 0.030
and p = 0.019 respectively) and in the plasma membrane of the groups E, L and S (E: 102%, p <
0.001, L: 92%, p = 0.011, S: 81%, p = 0.020) as compared to group C. In the heart, increased
GLUT4 in the microsomal fraction of the group L (~ 78%, p <0.001), while in the plasma
membrane, GLUT4 was higher in groups E, L and S (p = 0.026, p = 0.001, p = 0.040 respectively)
when compared to group C. There was no change in GLUT4 in the gastrocnemius during the
study. Conclusion: The intervention promoted dietary soy and flaxseed reduced total cholesterol,
LDL and triglycerides and did not modify the hemodynamic data. Both the use of estrogen as the
linseed and soybean increased GLUT4 expression, especially in adipose tissue.

KEY WORDS: Estradiol; Flaxseed; Soy; Phytoestrogens; Insulin Resistance; GLUT4;

Ovariectomy; Rats.
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INTRODUCAO

Menopausa é definida como a interrupcdo da menstruacdo em consequéncia do término da
producdo de hormdnios femininos, estrégeno e progesterona, e o fim da ovulagdo (WHO 1990). As
mulheres nesta fase da vida podem apresentar diversos sintomas, como fogachos, alteragdes urogenitais e
osteoporose. Os estrogenos em doses fisiolégicas influenciam a homeostase glicémica e situagcbes como as
flutuacbes naturais destes hormdnios do ciclo menstrual (Ezenwaka, Akanji et al., 1993), gestacdo
(Rushakoff, R. J. e Kalkhoff, R. K., 1981; Barros, R. P., Morani, A. et al., 2008) e menopausa (Cagnacci,
Soldani et al., 1992b) podem determinar alteracdes do metabolismo da glicose.

A reposicédo estrogénica para o tratamento dos sintomas do climatério ja faz parte da pratica clinica
ha& muito tempo (Who, 1990). No entanto, efeitos adversos, como eventos tromboembdlicos, doenca arterial
coronariana, acidente vascular cerebral e cancer de mama, observados em ensaios clinicos de longa duracdo
lancaram um alerta sobre o risco de seu uso (Hulley, Grady et al., 1998; Herrington, Reboussin et al.,
2000; Rossouw, Anderson et al., 2002). Considerando essas potenciais desvantagens, outras alternativas
terapéuticas vém sendo investigadas para o alivio destes sintomas, sendo os fitoestrégenos uma delas.

Os fitoestrogenos sdo um grupo diverso de compostos que mimetizam estrutural e funcionalmente
0s estrogenos de mamiferos. Os fitoestrdgenos mais estudados sdo as isoflavonas da soja (genisteina,
daidzeina, gliciteina) e os lignanos da linhaca (secoisolariciresinol). Os efeitos dos fitoestrégenos sobre a
salde tém sido relatados como benéficos (efeitos anticarcinogénicos, cardioprotetores, melhora na
sensibilidade a insulina, reversdo de alguns sintomas da menopausa) (Peng, Clark et al., 2005; Guan,
Yeung et al., 2006; Tempfer, Bentz et al., 2007) ou deletérios (efeitos genotdxicos) (Di Virgilio, lwami
et al., 2004; Klein e King, 2007; Tonetti, Zhang et al., 2007).

Os fitoestrogenos poderiam contribuir para a melhora deste quadro de resisténcia insulinica, porém,
muitos resultados sdo controversos. Em revisdo sistematica com metanalise realizada com 10 ensaios
clinicos randomizados que avaliavam o efeito de fitoestrdgenos sobre o metabolismo da glicose, em um

total de 794 mulheres ndo asiaticas na perimenopausa e na pos-menopausa, ndo se observou alteracdes da
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glicemia e insulinemia, apesar da grande variagdo do seu tipo e das dosagens de isoflavonas nestes estudos.
Contudo, comparado o efeito da genisteina isolada com placebo houve decréscimo na glicemia de jejum
(Ricci, Cipriani et al., 2010).

A resisténcia insulinica pode decorrer de alteracBes no conteldo e translocacdo dos transportadores
de glicose GLUT4 (Thorens 1996; White 2003). Estudo realizado com ratas avaliou o efeito da
ovariectomia sobre o contetdo total de GLUT4 em tecidos muscular e adiposo, e mostrou nao haver
reducéo do transportador nesta circunstancia. Os animais tratados com estrégeno, em doses fisiologicas e
suprafisiolégicas, também néo apresentaram alteracdo no transportador, mas a progesterona sim (Campbell
and Febbraio 2002). Em mulheres portadoras da sindrome dos ovarios policisticos, ocorre um estado de
resisténcia a insulina, que se acompanha de reducdo no conteido de GLUT4 no tecido adiposo,
independentemente da presenca de obesidade (Rosenbaum, Haber et al. 1993).

Este estudo pretende analisar a influéncia fisioldgica de fitoestrdgenos sobre o metabolismo da
glicose. Existe uma lacuna na literatura cientifica no que tange aos efeitos dos lignanos sobre a
sensibilidade a insulina e dos fitoestrégenos, soja e linhaga, principalmente da sua relacdo sobre a
expressao de transportadores de glicose (tecido adiposo, coracdo e musculo esquelético) in vivo, assim

como é de interesse comparar estes efeitos aos do 17-p-estradiol usado em doses fisiologicas.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos adotados durante os experimentos envolvendo o0s animais estdo de
acordo com Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e sob os padrdes
internacionais de pesquisa com animais — Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. A
aprovacdo da pesquisa foi concedida previamente pela Comissdo Cientifica e a Comissdo de Etica
do uso de animais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre em 15/10/2009 (09-510).

Animais

Foram utilizadas 44 ratas Wistar, com 90 dias de idade. Os animais foram provenientes do
biotério da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e mantidos sob
condi¢cdes de biotério convencional na Unidade de Experimentacdo Animal no Centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os animais foram alimentados com racao
balanceada padrdo para roedores AIN 93G, agua ad libitum e foram mantidos em caixas plasticas
especificas com temperatura ambiental entre 20 e 25°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas
(06:00/18:00h). As ratas foram divididas em 4 grupos experimentais e as intervencdes dietéticas
ocorreram durante 21 dias. Os grupos foram determinados de acordo com o tipo de intervencéo
dietética e reposicdo hormonal realizada (Tabela 1). Todas as ratas foram ovariectomizadas. A
descricdo detalhada dos componentes de cada ragdo com sua composicdo centesimal € apresentada

no Anexo I.

Tabela 1: Grupos Experimentais

Grupos* N Dieta** Pellet
C 12 AIN 93 G Placebo
E 10 AIN 93 G 1,5mg 17p-Estradiol
L 12 Linhaca Placebo
S 10 Soja Placebo
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C: controle, E: Estradiol, L: Linhaca, S: Soja. AIN 93G: Dieta padrdo para roedores; Linhaca:
dieta padrdo com adigdo de proteina de linha¢a; Soja: dieta padrdo com adicdo proteina de soja.
Pellets: 1,5mg por pellet (0,03 mg/dia; Innovative Research of America, Sarasota, Flérida, EUA).
Ovariectomia

No dia zero do experimento, os animais foram anestesiados (80 mg/kg Ketamina e 10

mg/kg Xilazina, via intraperitonial), e uma pequena incisdo abdominal foi feita. Os ovarios foram

identificados, ligados e excisados. Pele e tecido muscular foram suturados.

Tratamentos
As dietas e a insercdo dos pellets foram iniciados 21 dias ap6s a realizacdo da
ovariectomia. Os pellets foram inseridos com auxilio de um trocarte, sob anestesia (80 mg/kg

Ketamina e 10 mg/kg Xilazina, 0.2 mL/100 g, via intraperitonial).

Teste de tolerancia a insulina

Ap0s 21 dias de tratamento, o teste de tolerancia insulinica (kITT) foi realizado conforme
descrito na literatura (Mori, Hirabara et al., 2008). Sob jejum de 3 horas, os animais foram
anestesiados com tiopental (40 mg/kg) com volumes de 500 a 700 pL e colocados em decubito
dorsal para que a cauda fosse externada e exposta a veia caudal. Fez-se a ressec¢do da ponta da
cauda e foi mensurada a glicemia no tempo zero antes da infusdo de insulina, através de fitas
reagentes (Advantage, Roche, Indianapolis, IN, USA). Pela veia da cauda foi injetada solucéo de
insulina (0,1ml) diluida em 0,9 ml de uma solucédo de soro fisioldgico 0,9%, calculada sobre o
peso individual dos animais (0,75U/kg). Depois de injetada a insulina, a glicemia foi medida nos
tempos 4, 8, 12, 16 e 20 minutos. Os valores obtidos de glicemia foram transformados em
logaritmo neperiano. Foi realizada a regresséo linear e a analise do coeficiente angular da equacgao

da reta. Este, por sua vez, foi multiplicado por 100, conferindo o valor final em %.min™.
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Canulacéo da artéria femoral

Dois dias ap6s o kKITT, os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilasina (80 mg/kg
e 10 mg/kg, via IP) e um cateter de polietileno (PE-10) foi inserido no interior da artéria femoral.
Primeiramente realizou-se uma incisdo na parte posterior interna da coxa e a artéria femoral foi
identificada. Uma incisdo na artéria femoral foi realizada e a canula foi posicionada no interior da

aorta abdominal, e a pele foi suturada.

Registro da pressao arterial

No dia seguinte a colocacdo das canulas, com o animal acordado, a canula arterial foi
conectada a um transdutor de pressdo, acoplado a um codificador de sinais, ligado por um seletor
de canais a placa analdgico-digital em computador. O programa utilizado (BIOPAC Systems,
Califérnia/EUA) permite trabalhar diretamente com a onda de pulso, que é vista na tela do
computador e os dados obtidos foram gravados. O programa calcula, para cada onda de pulso,
valores de pico (sistole), vale (diastole) e periodo (entre um pico e outro), gerando uma planilha
com estes valores, a qual é analisada no programa Microsoft Excel. Os registros foram realizados
durante 30 minutos para avaliacdo de pressdo arterial (PA) sistdlica, diastolica e média, e

frequiéncia cardiaca (FC), com o animal consciente.

Retirada e preparacéo dos tecidos

Apo6s o registro da pressdo arterial, 0os animais foram anestesiados com Ketamina e
Xilasina (80 mg/kg e 10 mg/kg, via IP) e uma incisdo abdominal foi realizada. Através de puncéo
cardiaca, o sangue foi coletado, centrifugado e armazenado a -18°C. Os 6rgédos coracao, tecido
adiposo retroperitoneal, Utero, gastrocnémio, respectivamente, foram retirados de seus sitios

anatdmicos e apenas lavados com solucdo fisiologica, para entdo serem armazenados em freezer -
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80°C na Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas do Centro de Pesquisas do HCPA. Todos

os tecidos foram previamente pesados em balanca analitica.

A preparacdo das amostras para analise do GLUT4 ocorreu conforme descrito por
Machado e cols. (Machado, Shimizu et al., 1993). Resumidamente, o tecido adiposo foi
homogenizado utilizando-se Polytron (Marconi, Piracicaba, Brasil), através de 4 a 5 pulsos de 30 s
a 20.000 rpm, em tampéo (7,4 pH, 20mmol/l Tris-HCI, 1 mmol/l EDTA e 250mmol/l sacarose) na
proporcéo 1:4 (peso:volume) e depois centrifugado a 2.000g, 4C, por 15 min. O sobrenadante,
contendo o extrato livre de gordura (FFE), foi separado e centrifugado a 12.000g, 4C, por 15 min.
O pellet foi ressuspendido em 1 ml de tampédo e corresponde a fragdo da membrana plasmatica
(PM). O sobrenadante, por sua vez, foi centrifugado a 150.000 g por 75 min, onde o sedimento
obtido foi ressuspendido em 250 ul de tampéo e corresponde a fragcdo das vesiculas microssomais
(M).

O tecido cardiaco e o musculo esquelético foram homogenizados no mesmo tampéo. O
material obtido foi centrifugado a 1.000 g por 10 min. O sobrenadante foi separado, o sedimento
ressuspendido com 1/3 do volume inicial e centrifugado novamente a 1.000 g por 10 min. O
sobrenadante obtido neste passo foi misturado ao primeiro e levado a centrifugacdo durante 60
min a 16.000 g. O sedimento foi ressuspendido em 500 ul de tampdo para obtencdo da fracéo
membrana plasmatica (PM). O sobrenadante foi centrifugado a 150.000 g por 75 min, onde o
sedimento obtido foi ressuspendido em 250 ul de tampéo e corresponde a fracdo das vesiculas

microssomais (M).

Western blot
O GLUT4 foi avaliado por Western blot. Para determinacdo da concentracdo das proteinas
foi utilizado o método de Bradford. As amostras (100 pg) foram submetidas a separacéo

eletroforética (SDS-PAGE), os extratos protéicos foram aplicados em gel desnaturante 10% de
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poliacrilamida/bis-acrilamida (Invitrogen, Carlsbad, EUA), juntamente com um marcador de peso
molecular (BenchMark, Invitrogen, Burlington, EUA). Para a separacdo, foi utilizado tampéo
contendo 0,25M de Tris-base (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 1,92M de Glicina (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e 1% de dodecil-sulfato de sodio (SDS, Invitrogen, Carlsbad, EUA). As proteinas
foram entdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL (Ge Healthcare, New
York, EUA) e realizada incubacdo com tampdo de bloqueio para reduzir ligacdes protéicas
inespecificas. A membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo especifico (Millipore,
Billerica), overnight a 4°C, o que foi seguido de uma incubacéo adicional de 3 horas a 37°C. Ap0s,
a membrana foi lavada (PBS/Tween 20 0,05%, 1 x 15 min, 3 x 5 min) e incubada durante 1 h com
anticorpo secundario Goat anti-Rabbit 1gG (Millipore, Billerica, EUA) para todas as proteinas
analisadas. A membrana foi novamente lavada em PBS/Tween 20 (1 x 15 min, 4 X 5 min),
incubada no escuro com substrato para peroxidase (kit ECL, GE Healthcare, New York, EUA) por
3 min e exposta a filme radiografico ultra-sensivel (Kodak, Frankfurt, Alemanha) durante 1h. A
intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica, através do software de dominio
publico Scion Image e os resultados obtidos foram expressos como unidades arbitrarias (AU/ug

proteina).

Perfil lipidico

A anélise do colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL e triglicerideos foi feita por
meio de Kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Os valores de absorbancia
(densidades opticas) foram obtidos por espectrofotometria (Spectramax M2, Molecular Devices) e

comparados a padrdes, fornecidos pelos kits. Os resultados estdo expressos em mg/dL.

Andlise estatistica
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Os resultados foram expressos em médias e desvios-padrdo. As diferencas foram
analisadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo post-hoc de Tukey. Foi
utilizado SPSS verséo 17 (Windows) e GraphPad Prism versdao 5 (Windows) para calcular a curva

sobre area, quando necessario. O nivel de significancia utilizado para todos os testes foi de 5%.
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RESULTADOS

O peso corporal dos animais estudados estd representado na Figura 1. As dietas
determinaram uma variacao no peso corporal ao longo das 7 semanas do experimento (p=0,040).
O grupo E apresentou menor peso corporal em relacdo grupo C (p=0,002), bem como mostrou
menor indice de Lee (p<0,001), também comparados aos animais do grupo C (Tabela 1). Por outro
lado, tanto o grupo L como o grupo S apresentaram valores semelhantes no indice Lee quando
comparados ao grupo C e maiores que o grupo E (p<0,001 e p=0,020, respectivamente). Em
relacdo a sensibilidade insulinica, houve uma tendéncia de melhora no grupo S em relacdo aos
demais grupos, embora sem significancia estatistica (p=0,066). O peso do utero foi ~2.8 vezes
maior (p<0,001) nas ratas do grupo E em relacdo aos demais grupos, Tabela 1.

Os dados hemodinamicos apresentados na Tabela 1 mostram que ndo houve variacdo na
pressdo arterial sistolica, pressdo arterial diastdlica e frequéncia cardiaca, ao longo do estudo.
Entretanto, houve uma leve reducdo da pressdo arterial média das ratas do grupo S quando
comparadas ao grupo L, mas sem significancia estatistica (p=0,065).

O perfil lipidico esta representado na Figura 2. As dietas com fitoestrégenos determinaram
menores niveis de colesterol total (p=0,001). O grupo L reduziu ~28% (p=0,037) em relacdo ao
grupo C, enquanto o grupo S mostrou uma diminuicédo de ~35% (p=0,011), também comparado ao
grupo C. Além disso, foi observada uma redugdo nos niveis de LDL (p=0,001). O grupo com dieta
a base de linhaga diminuiu ~40% (p=0,031) enquanto os animais com dieta a base de soja tiveram
uma maior reducdo ~56% (p=0,003), ambos comparados ao grupo C, Figura 2B. Por outro lado,
ndo houve diferenca dos niveis de HDL entre animais estudados (p=0,052), conforme observado
na Figura 2C. Por fim, os niveis de triglicerideos mostraram-se reduzidos ao final do experimento

(p=0,007). O grupo L obteve reducdo de ~60% (p=0,036) enquanto os animais do grupo S
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diminuiram ~71% (p=0,014) quando comparados as ratas do grupo C, Figura 2D. Nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos E e C para as parametros lipidicos estudados.

No tecido adiposo branco (Figura 3), a expressdo do GLUT4 na fragdo microssomal
(Painel A) foi maior nos grupos com estradiol e linhaca quando comparados ao grupo controle
(p=0,030 e p=0,019). N&o houve diferenca na expressdo do GLUT4 do grupo S em relacdo aos
demais. Entretanto, quando analisada a fracdo da membrana plasmatica (Painel B), todas as
intervencdes (estradiol, linhaca ou soja) elevaram os niveis de GLUT4 em relacdo ao grupo
controle (E: 102%, p<0,001; L: 92%, p=0,011; S: 81%, p=0,020). A expressdao do GLUT4 no
coracdo esta representada na Figura 4. O uso da linhaca aumentou a expressdo do GLUT4 na
fracdo microssomal do coragdo ~78% (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (Painel A),
fato que ndo foi observado com o uso de estradiol ou da soja. Por sua vez, a analise do GLUT4 na
fracdo da membrana plasmatica (Painel B) mostrou que o estradiol, a linhaca e a soja aumentaram
a quantidade do GLUT4 quando comparados ao grupo controle (p=0,026; p=0,001; p=0,040
respectivamente). Por fim, a expressdo do GLUT4 no musculo gastrocnémio ndo se mostrou
alterada nas fracdes analisadas em nenhum dos grupos de intervencdo (estradiol, linhaca ou soja)

guando comparados ao grupo controle (Figura 5).
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Tabela 2: Caracteristicas dos animais estudados.

C (n=12) E (n=10) L (n=12) S (n=10)
indice de Lee 0,323 £ 0,009 0,304 +0,005* 0,318 +0,009F 0,315 + 0,007
KITT (%.min™) 311+0,63  3,93+1,10 3,58 + 0,69 4,21 +0,99
Peso do utero (g) 0,16 +0,05 0,65+0,23* 0,17 = 0,05F 0,16 + 0,03}
PAS (mmHQ) 122,3+9,5 1218+ 7,2 126,9+9,5 117,4 £9,7
PAD (mmHg) 88,1+6,4 86,4 7,7 91,0+8,8 829+79
PAM (mmHg) 104,9 + 6,3 104,1 +6,6 108,9 + 8,8 100,1+8,1

Frequéncia cardiaca (bpm) 370,2+457 351,1+£329 370,5+£29,1  365,7+279

C: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta padrdo e pellet placebo (grupo controle), E:
Ratas ovariectomizadas que receberam dieta padréo e pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L:
Ratas ovariectomizadas que receberam dieta com suplementacdo de linhaca e pellet placebo
(grupo Linhacga), S: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta com suplementacdo de soja e
pellet placebo (grupo Soja). N: nimero de animais por grupo. KITT: constante de decaimento da
glicose no teste de tolerancia insulinica, PAS: pressao arterial sistolica, PAD: pressao arterial
diastolica, PAM: pressdo arterial média. Dados apresentados em média + desvio-padrao.
ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey; * p<0,05 vs. C, T p<0,05 vs. E.
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Figure 1 — Curva relativa ao peso corporal durante 7 semanas dos animais
estudados. C: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta padréo e pellet
placebo (grupo controle), E: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta
padrdo e pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L: Ratas ovariectomizadas
que receberam dieta com suplementacdo de linhaca e pellet placebo (grupo
Linhaga), S: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta com
suplementacdo de soja e pellet placebo (grupo Soja). Valores
representativos da area sobre a curva de pesos também sdo apresentados.
ANOVA uma via seguido de post-hoc de Tukey; * p<0,05 vs. C.
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Figura 2 — Perfil lipidico dos animais estudados. C: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta
padréo e pellet placebo (grupo controle), E: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta padréo e
pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta com
suplementacdo de linhaca e pellet placebo (grupo Linhaca), S: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta com suplementagdo de soja e pellet placebo (grupo Soja). Painel A: colesterol
total. Painel B: lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Painel C: colesterol de alta densidade
(HDL). Painel D: triglicerideos. Dados sdo apresentados em média e desvio-padrdo. ANOVA de
uma via (Painel A: p=0,001; Painel B: p=0,001; Painel C: p=0,052; Painel D: p=0,007) seguido do
post-hoc de Tukey; * p<0,05 vs. C e 1 p<0,05 vs. E.
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Figura 3 — Expressdo do GLUT4 no tecido adiposo branco. Estdo representadas as andlises
quantitativas e as respectivas bandas referentes ao Western blot. C: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta padrdo e pellet placebo (grupo controle), E: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta padrdo e pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta com suplementacdo de linhaca e pellet placebo (grupo Linhaca), S: Ratas
ovariectomizadas que receberam dieta com suplementacédo de soja e pellet placebo (grupo Soja).
Painel A: representacdo da expressdo do GLUT4 na fragdo microssomal. Painel B: representacao
da expressdo do GLUT4 na membrana plasmética. UA: unidades arbitrarias. ANOVA de uma via
(Painel A: p=0,040; Painel B: p=0,016) seguido do post-hoc de Tukey; * p<0,05 vs. C.
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Figura 4 — Expressdo do GLUT4 no coracdo. Estdo representadas as analises quantitativas e as
respectivas bandas referentes ao Western blot. C: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta
padréo e pellet placebo (grupo controle), E: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta padréo e
pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L: Ratas ovariectomizadas que receberam dieta com
suplementacdo de linhaca e pellet placebo (grupo Linhaca), S: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta com suplementacgéo de soja e pellet placebo (grupo Soja). Painel A: representacéo
da expressdo do GLUT4 na fracdo microssomal. Painel B: representacdo da expressao do GLUT4
na membrana plasméatica. UA: unidades arbitrarias. ANOVA de uma via (Painel A: p=0,022;
Painel B: p=0,039) seguido do post-hoc de Tukey; * p<0,05 vs. C; T p<0,05 vs. E; 1 p<0,05 vs. S.
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Figura 5 — Analise da expressdao do GLUT4 no gastrocnémio. Estdo representadas as andlises
quantitativas e as respectivas bandas referentes ao Western blot. C: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta padrdo e pellet placebo (grupo controle), E: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta padrdo e pellet com estrogeno (grupo Estradiol), L: Ratas ovariectomizadas que
receberam dieta com suplementacdo de linhaca e pellet placebo (grupo Linhaca), S: Ratas
ovariectomizadas que receberam dieta com suplementagéo de soja e pellet placebo (grupo Soja).
Painel A: representacdo da expressdo do GLUT4 na fragdo microssomal. Painel B: representacao
da expressdo do GLUT4 na membrana plasmatica. UA: unidades arbitrarias. ANOVA de uma via
(Painel A: p=0,109; Painel B: p=0,726).
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DISCUSSAO

Este estudo mostrou, em modelo animal que mimetiza o estado de hipoestrogenismo pos-
menopausico, que o uso dos fitoestrogenos soja e linhaca é benéfico por acarretar reducdo de
colesterol e triglicerideos, mesmo sem alterar 0 peso corporal e a sensibilidade insulinica. Estes
efeitos se acompanharam, em nivel tecidual (tecido adiposo e coragdo), de aumento da expressdo
do transportador de glicose insulino-sensivel GLUT4 em membrana plasmatica principalmente,
embora nenhum efeito tenha sido observado quando avaliado em musculo esquelético.

A fim de avaliar os efeitos metabdlicos dos fitoestrogenos da linhaca e da soja e compara-
los com os do estradiol em doses fisioldgicas, nos utilizamos um modelo experimental de
menopausa, a ovariectomia. Este modelo foi utilizado previamente (Kalu 1991, Rubin BS 1985) e
satisfatoriamente reproduzido em nosso laboratorio. Embora ndo tenhamos apresentado dados
relacionados aos niveis estrogénicos plasmaticos, a reducdo do peso uterino no grupo controle
(ovariectomizadas e sem reposicao estrogénica) e seu aumento com o uso de doses fisioldgicas de
estrégeno (ovariectomizadas e com reposi¢do estrogénica) indicam o sucesso do procedimento e
reposicdo hormonal idealizados. Sabe-se que os horménios ovarianos sdo responsaveis pelo
crescimento e manutencao dos tecidos e 6rgdos femininos, portanto a interrup¢do no fornecimento
destes hormonios levaria a perda de funcdo e consequente atrofia destes érgdos. Como em outros
estudos, as ratas ovariectomizadas apresentaram atrofia uterina com importante reducdo do peso
uterino, o que foi revertido com o uso de estradiol (Gallo D, 2005; Torrezan R, 2008).
Observamos também que os fitoestrdgenos utilizados ndao foram capazes de afetar o peso uterino,
como mostrado previamente na literatura com o uso de soja no mesmo modelo (Yoneda 2011,
Gallo 2008) e de genisteina em humanos (D’Anna 2009). Esta informacdo ¢ importante

considerando-se a seguranca de seu uso, em se confirmando estes resultados em longo prazo.
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Nossos resultados mostraram que a privacdo dos horménios ovarianos foi responsavel pelo
maior ganho de peso e indice de Lee nas ratas que ndo receberam nenhuma intervencéo,
corroborando com outros estudos que avaliaram o efeito da ovariectomia e reposi¢do hormonal no
peso corporal (Jimenez Ma, 1997; Sibonga Jd, 2003; Saruhan Bg, 2005; Henriques Hn, 2010). O
estrogénio poderia estar relacionado com maior gasto energético (Guyard B, 1991), o que
justificaria o menor ganho de peso no grupo que foi tratado com este horménio. O fato das ratas
tratadas com fitoestrogenos terem apresentado ganho de peso semelhante ao grupo sem nenhum
tratamento sugere que este tratamento ndo interferiu na ingestdo alimentar e gasto energético das
mesmas, embora estas varidveis ndo tenham sido medidas. Resultados semelhantes foram
observados na literatura para genisteina e daidzeina injetaveis em ratas ovariectomizadas (Banz
2004) e em mulheres pds-menopausa tratadas com soja (Charles 2009). J& em mulheres pos-
menopausa tratadas com linhaca na dieta houve reducdo de peso corporal (Morisset 2009). No
entanto, estes resultados sdo oriundos de estudos observacionais, onde ha possibilidade de que o
elevado consumo de linhaca se associe com melhores habitos de vida, e portanto, dieta mais
saudavel e menor peso corporal.

Os hormonios femininos atuam tanto na lipogénese, reduzindo a atividade da lipase
lipoproteica, enzima responsavel pelo armazenamento de lipideos nos adipécitos, como na
lipdlise, aumentando a atividade da enzima lipase hormdnio sensivel, que é responsavel pela
mobilizacdo das gorduras dos adipdcitos (Cooke Ps, 2004). No entanto, em nosso estudo 0s
animais que receberam 17p3-estradiol ndo apresentaram alteraces do perfil lipidico. Ja os niveis
séricos de colesterol total, colesterol LDL e triglicerideos dos grupos tratados com soja e linhaga
apresentaram-se reduzidos ap6s o tratamento, o que difere do observado em humanos, em que a
linhaca na dieta ndo foi capaz de reduzir os niveis de lipidios (Simbalista RL 2010, Hallund 2006).
E possivel que esta diferenca seja oriunda de diferencas na quantidade de fitoestrogenos

empregada, considerando-se a propor¢cdo em relacdo ao peso dos individuos e em relagdo aos
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demais macronutrientes da dieta. Portanto, o potencial beneficio da soja e da linhaca no tratamento
das dislipidemias, muito frequentes em mulheres na menopausa, deve ser considerado.

A ovariectomia ndo se associou com alteragdes presséricas, em acordo com relatos em
ratas normotensas jovens (Clark JT 2004). Sabe-se que o aumento de pressdo arterial que pode
ocorrer em mulheres ap6s a menopausa poderia se relacionar com a deficiéncia de estrogenos, mas
outros fatores também estdo envolvidos (Boldo 2011). Em ratas ovariectomizadas, o tempo de
deprivacdo de estrogeno foi determinante na inducdo de aumentos de pressdo arterial, que
ocorreram apenas tardiamente ap0s o procedimento em outro estudo (Clarck 2004). O uso de
estrégeno nao determinou aumento pressorico, talvez por ter sido administrado por via subcutanea
e ndo oral (Carvalho 2008, Spritzer 2003) ou pelo baixo risco desta complicacao, ja que as ratas
eram jovens e normotensas.

Dentre os mecanismos que poderiam determinar reducdo de pressdo arterial nas ratas
ovariectomizadas tratadas com fitoestrogenos, podem ser citados: reducdo de contratilidade da
aorta previamente mostrada in vitro (Li HF 2004), menor rigidez arterial (Teede HJ 2003),
aumento na expressdo de eNOS e melhora da funcdo endotelial (Mahn K 2005) previamente
mostrados in vivo. No entanto, nenhum efeito sobre a pressdo arterial pode ser observado com o
uso das dietas ricas em soja e linhaca administradas, talvez porque as ratas eram normotensas,
jovens, ou mesmo, que as doses administradas sejam diferentes de outras que previamente se
associaram a efeitos pressoricos em ratos (Mahn 2005). Corroboram nossos resultados os de
revisdo sistematica realizada em humanos, que ndo encontrou associacdo entre 0 uso de
fitoestrdgenos e reducdo da pressdo arterial (Rosero Arenas 2008).

Flutuagdes hormonais acima ou abaixo dos niveis fisiologicos, como da gestacao
(Rushakoff, R. e Kalkhoff, R., 1981; Barros, R. P. D. A., Morani, A. et al., 2008) e menopausa
(Cagnacci, Soldani et al., 1992a) podem resultar em resisténcia a insulina e aumentar o risco de

diabetes e doencas cardiovasculares. Nosso estudo ndo foi capaz de mostrar diferenca na
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sensibilidade insulinica entre os grupos estudados, mas a dieta rica em soja apresentou uma
tendéncia a aumento da sensibilidade insulinica em relagdo ao grupo controle (p=0,064). Tendo
em vista os resultados benéficos do uso de fitoestrogenos sobre a sensibilidade a insulina e
metabolismo glicémico relatados em mulheres (Ricci 2010, Villa 2009), pode-se especular que
aumento do tempo de administracdo ou da quantidade de soja administrada, ou mesmo aumento
do tamanho da amostra poderiam mostrar beneficios metabolicos nesses animais.

A resisténcia insulinica pode ocorrer devido a alteracGes nas vias de sinalizacdo que levam
a translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica de células insulino-sensiveis e/ou no
recrutamento de vesiculas que contem estas proteinas (Zhou, Chen et al., 1999b). O GLUT4 ¢
expresso no musculo cardiaco, esquelético e tecido adiposo (Machado, 1998). Em nosso estudo
pudemos observar que o estradiol aumentou a expressdo de GLUT4 em membrana plasmatica e
microssomal, tanto em tecido adiposo como no tecido no cardiaco. O estradiol possui relagdo com
a homeostase glicémica, mas como ele atua sobre 0 GLUT4 ndo esta bem estabelecido. O ERa,
sdo encontrados em maior propor¢cdo no musculo, e tem o papel de estimular a expressao de
GLUT4. J4 os ERP, encontrados em maior quantidade no tecido adiposo, inibem esta expressao
(Barros Rpa, 2009). Portanto, em nosso estudo a hipGtese seria de que o estradiol estaria
aumentando a captacdo de glicose em musculo cardiaco e também em tecido adiposo.

A soja aumentou a expressdao de GLUT4 no tecido adiposo e no tecido cardiaco, mas
apenas na fracdo da membrana plasmatica. Estudo com o metabolito da dadzeina, o equol, sobre
celulas 3T3-L1, mostrou aumento da expressdo de GLUT4 e de IRS-1 através da ativacdo do fator
transcrissional PPARy (Receptores Ativados de Proliferador de Peroxissomo Gama), responsavel
pelo armazenamento de &cidos graxos e metabolismo da glicose (Cho Kw, 2010). A linhaca
também aumentou expressdo do GLUT4, nos tecidos adiposo e cardiaco, mostrando possivel
efeito estrogénico. Interessante observar que o uso de genisteina injetavel por 2 semanas néo foi

capaz de alterar a expressdo de GLUT4 em ratas ovariectomizadas em outros estudos (Al-Nakkash
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2010). Como varios estudos mostraram aumento de sensibilidade insulinica com o uso de
fitoestrogenos de uso oral (Ricci 2010, Villa 2009), nossos resultados devem estar refletindo o que
realmente ocorre na pratica, pois isso poderia se dar por aumento de GLUT4 em tecidos insulino-
sensiveis.

Concluimos que o uso de soja e linhaca como parte da dieta de modelo animal de
menopausa traz beneficios de potencial aplicabilidade clinica, tanto em melhora de perfil lipidico
como de aumento de GLUT4 em tecidos insulino-sensiveis, sem determinar prejuizos tanto por

efeitos estrogénio-similares no aparelho reprodutor, como no sistema cardiovascular.
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ANEXO 1: Dietas experimentais utilizadas.
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AIN 93 G Farinha Linhaca Semente de Soja
_ p/ 1 ] p/ 1 _ p/ 1
Ingredientes Un | Ingredientes Un | Ingredientes Un
Kg Kg Kg
Amido de _ _ Amido de
] 397,486 | g | Amido de milho | 364,236 | ¢ _ 245362 | ¢
milho milho
Caseina 200,000 | g | Caseina 163,250 | g | Caseina 52570 | ¢
Amido Amido Amido
o 132,000 | g o 132,000 | ¢ o 132,000 | g
dextrinizado dextrinizado dextrinizado
Sacarose 100,000 | g | Sacarose 100,000 | g | Sacarose 100,000 | g
) ) Semente de
Farinha linhaca | 175,000 | g ) 389,000 | ¢
soja
Banha 70,000 | g | Banha 0,000 | g |Banha 0,000 g
Celulose Celulose Celulose
) ) 50,000 | g _ 15,000 | ¢ _ 30,550 | g
microcrist. microc. microc.
L-cistina 3,000 | g |L-cistina 3,000 | g |[L-cistina 3,000 g
B. colina B. colina 41,1% B. colina
_ 2500 | g _ 2500 | g ) 2,500 g
41,1% colina colina 41,1% colina
BHT 0,014 | g |BHT 0,014 | g |BHT 0,014 | g
Mix mineral o o
s 35,000 | g | Mix mineral G 35,000 | g | Mixmineral G | 35,000 | ¢
MIX - - s - - - s o=
o 10,000 | g | Mix vitaminico | 10,000 | g | Mix vitaminico | 10,000 | g
vitaminico
TOTAL 1000,00 | g | TOTAL 1000,00 | g | TOTAL 1000,00 | g
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