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ANÁLISE DO CONSUMO DE EXTRATO HIDROSSOLÚVEL DE SOJA NA 

QUALIDADE DO TECIDO ÓSSEO DE RATOS JOVENS ADULTOS 

 

RESUMO  

A soja é uma leguminosa rica em proteínas, fonte de cálcio e isoflavonas. Um dos 

possíveis efeitos das isoflavonas é de reduzir a perda óssea quando há uma 

deficiência de estrogênio. A proposta desse estudo foi analisar a influência da dieta 

suplementada com extrato hidrossolúvel de soja (EHS) na massa óssea de ratos 

adultos jovens de ambos os sexos. Foram utilizados 40 ratos Novergicus Albinus 

linhagem Wistar adultos jovens e saudáveis, aleatoriamente separados em quatro 

grupos:  macho controle (MC), macho suplementado (MS), fêmea controle (FC) e 

fêmea suplementada (FS) que permaneceram por 11 semanas em gaiola comum 

recebendo 500 mL de água e 300g de ração diariamente, os grupos  suplementados 

(MS e FS), ao qual foi oferecido além de água e ração, 500 ml de EHS,  durante o 

mesmo período experimental do controle. O consumo de ração e a ingestão de 

líquidos foram mensurados, bem como a massa dos animais. Ao final do período os 

animais foram eutanasiados. Os ossos foram submetidos à densitometria óssea– 

DXA (osso inteiro e região cortical) e ensaio mecânico, para avaliação da densidade 

mineral óssea - DMO (g/cm2), Força Máxima (N) e Rigidez (kN/m). Na análise de 

grau de mineralização foi utilizado as cinzas para quantificar de concentração de 

cálcio e fósforo. O consumo de EHS provocou diminuição da DMO no grupo MS, 

porém não houve alteração nas propriedades biomecânicas, força máxima e rigidez. 

A concentração de cálcio e fósforo nas cinzas dos fêmures do grupo MS foi 

significantemente menor que o grupo controle. Conclui-se assim, que o extrato 

hidrossolúvel de soja influenciou negativamente o conteúdo mineral ósseo de ratos 

machos jovens adultos diminuindo a mineralização, sem alterar as características 

mecânicas. 

 

Palavras-chave: densitometria; distúrbios do metabolismo do cálcio; soja. 
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ANALYSIS OF SOYBEAN’S HYDRO SOLUBLE EXTRACT ON THE QUALITY OF 

THE BONE TISSUE OF YOUNG ADULTS RATS 

 

Soybeans are a rich legume protein, a source of calcium and isoflavones. One of the 

possible effects of isoflavones is to reduce bone loss when it was  estrogen 

deficiency. The purpose of this study was to analyze the influence of diet 

supplemented with soybean’s hydro soluble extract (SHE) in bone mass in young 

adults rats of both genders. Were used 40 rats Novergicus Albinus Wistar young and 

healthy, randomly separated into four groups: male control (MC) and female 

control(FC), which remained for 11 weeks in common cage receiving 500 ml of water 

and 300 g of feed daily, and the others supplemented groups; male supplemented 

(MS) and female supplemented, that was offered in addition to water and feed 500ml 

of SHE. During the experimental period, feed intake and intake of liquids were 

measured as well as the mass of animals. At the end, the animals were euthanized. 

The bones underwent bone densitometry – DXA(whole bone and cortical area) and 

mechanical testing for bone mineral density - BMD (g / cm 2) Maximum Strength (N) 

and stiffness (kN / m), respectively. To analyze the mineralization degree was used 

bone ashes to quantify calcium and phosphorus concentration. The consumption of 

SHE caused decreased of BMD in MS group, but there were no changes in the bone 

biomechanical properties, maximum strength and rigidity. Concluding that the water 

extract of soy beans negatively affected the bone mineral content of young adult 

males rats decreasing the mineralization degree without changing the mechanical 

characteristics. 

 

 

 

Keywords: densitometry; calcium metabolism disorders; soybean 
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1. Introdução  

A soja (Glycine max)  é uma leguminosa  da familia Fabaceae. Soja e 

seus derivados têm sido utilizados há séculos nos países orientais como 

alimento básico da dieta, e ingrediente para produtos industrializados no 

ocidente (DELIZA et al., 2002). Os produtos de soja mais utilizados  são o 

leite de soja, tofu e tempeh. Além disso, a soja é encontrada em 60 % de 

alimentos processados. Proteína texturizada de soja (50-70% de proteína de 

soja) é um substituto da carne encontrado em cachorros-quentes, 

hambúrgueres, salsichas e outros produtos à base de carne, enquanto 

proteína isolada de soja (90% de proteína de soja) é usado para enriquecer 

barras energéticas, bebidas esportivas, fórmulas infantis, cereais, barras de 

granola, imitação de produtos lácteos, sorvetes e queijos. Ademais, proteína 

texturizada de soja é usada para fortificar inúmeros produtos no café da 

manhã escolar e programas de almoço, bem como outros programas de 

assistência federais americanas (PATISAUL; JEFFERSON, 2010). 

Grãos de soja são sementes ricas em proteínas, considerados boas 

fontes de cálcio e também a mais importante fonte alimentar de isoflavonas 

(COWARD et al., 1993). Estudos em seres humanos, animais, e em cultura 

de células sugerem que fitoestrógenos desempenham um papel importante 

na prevenção dos sintomas da menopausa, osteoporose, câncer e doenças 

cardíacas (KURZER; XIA, 1997).  

 Os fitoestrogénios são compostos químicos sintetizados nas plantas, 

estruturalmente e/ou funcionalmente semelhantes aos estrogénios humanos, 

e aos seus metabolitos ativos. Estão presentes numa grande variedade de 

vegetais, nomeadamente os cereais, os legumes e os frutos, mas apenas 

nas leguminosas, que é o caso da soja, se apresentam em concentrações 

relativamente altas. Uma planta poderá conter mais do que uma classe de 

fitoestrogénios (BABER, 2010).  

São polifenóis, classificados de acordo com a sua estrutura química. 

Incluem os flavonóides (canferol e quercetina), as isoflavonas (genisteína, 

daidzeína formonectina e equol), os linhanos (enterolactona, enterodiol) os 

coumestanos (coumestrol) e os estilbenos (resveratrol)  (ZHAO; MU, 2011).  



14 
  

 
 

Acredita-se que os fitoestrogénios da soja têm ação sobre alguns 

mecanismos biológicos tais como proliferação, diferenciação e síntese 

proteica em diferentes células alvo. Estes efeitos são dependentes da dose, 

do receptor sob o qual atuam, e do alvo celular. Podem exercer efeitos 

benéficos sobre o organismo humano, tais como as ações terapêuticas e 

preventivas da carcinogénese, aterosclerose, osteoporose, e as melhorias 

na sintomatologia da menopausa, tal como foi anteriormente referido. No 

entanto, muitos dos estudos experimentais e clínicos que analisaram o 

impacto do consumo destes compostos, presentes nas sementes de soja, 

produziram resultados contraditórios (8-10). Uma das grandes preocupações 

é a possibilidade de colocarem em risco a saúde de alguns grupos etários, 

principalmente os recém-nascidos e as crianças (PATISAUL; JEFFERSON, 

2010).  

As isoflavonas são os fitoestrogénios mais estudados. A quantidade 

de isoflavonas varia de acordo com a variedade de soja, com as condições 

de cultura e também com o processamento a que são submetidas. Nas 

sementes de soja, as isoflavonas estão associadas a proteínas. Estas 

podem ser dissociadas das proteínas usando extração alcoólica, que diminui 

significativamente a quantidade de isoflavonas ligadas. Isto explica a 

variabilidade substancial no conteúdo destas, em produtos contendo soja 

(0,1 a 5 mg de isoflavonas/g de proteína nas sementes de soja maduras e 

secas; 0,3 mg de isoflavonas/g de proteína nas sementes de soja pouco 

maduras e 0,1-2 mg de isoflavonas/g de proteína de semente de soja no tofu 

e em algumas preparações de leite de soja. A genisteína (5,7,4’-

trihidroxiisoflavona) e a daidzeína (7,4’- dihidroxiisoflavona) são as 

isoflavonas com maior concentração naturalmente presentes na soja 

(CEDERROTH; NEF, 2009). 

Para muitas pessoas o extrato hidrossolúvel de soja (EHS) – “leite” de 

soja – pode substituir o leite de vaca. A substituição do leite de vaca pelo 

EHS seria perfeita nutricionalmente se referisse apenas à quantidade de 

proteína, porém ao considerarmos a quantidade dos micronutrientes, como 

por exemplo, o cálcio, o “leite” de soja não se torna  um adequado substituto 

para o leite bovino, cujo conteúdo de cálcio é de 123 mg/100 mL de leite, 
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sendo a maior fonte e de melhor absorção do mineral. Autores sugerem que, 

para atingir uma equivalência entre os dois leites, seria necessário que o de 

soja fosse enriquecido com 500 mg de Ca/porção e não apenas com as 

atuais 300 mg/porção referida pela maioria dos fabricantes (HEANEY et al.,  

2000).  

A população vem apresentando uma mudança nos costumes e 

consequentemente nas necessidades dietéticas. Pessoas vêm optando por 

dietas vegetarianas, vegetarianas exclusivas (vegan) e há uma maior 

incidência de pessoas com intolerância à lactose ou a alergia à proteína do 

leite de vaca. A deficiência de cálcio pode aparecer com maior frequência, 

podendo acarretar perda da massa óssea.  Além de problemas como cãibras 

e irritabilidade por se um mineral necessário na transmissão nervosa, o 

cálcio também é fundamental na regulação dos batimentos cardíacos. O 

consumo adequado de cálcio durante a vida é um pré-requisito para a saúde 

dos ossos (KROEZE et al. 1990). 

Dados estatísticos mostram 5% da população adulta Americana 

vegetariana, e 2% adotam a dieta vegana, na qual não há consomo de 

carne, peixe, frango, leites e derivados e ovos. Esse número corresponde a 

aproximadamente 5 milhões de pessoas.(LE; SABATÉ 2014). Outra 

informação importante é que o número de pessoas com alergia a proteína do 

soro do leite, intolerância a lactose e hipolactasia vem aumentado (KULL et 

al. 2009). A freqüência da intolerância à lactose varia de 2% na 

Escandinávia para 20 - 40% em populações brancas na Europa Central. 

Aumenta para 53% entre os mexicanos-americanos e para cerca de 80% em 

negros, chegando a quase 100% em populações do Sudeste Asiática 

(OBERMAYER-PIETSCH et al., 2004). 

Estudos sugerem que a hipolactasia desempenha um papel na 

determinação de riscos de algumas doenças. Baixa produção de lactase por 

si só não tem um efeito direto sobre o metabolismo do osso, mas pode 

influenciar indiretamente através da redução da ingestão de cálcio. 

Pacientes com hipolactesia e a intolerância à lactose tendem a reduzir a 

ingestão de produtos lácteos. Uma comparação entre mulheres tolerantes ao 

leite e intolerantes demonstrou uma diferença superior a 200 mg na ingestão 
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média diária de cálcio. Baixa ingestão de cálcio pode influenciar o 

metabolismo ósseo independente de idade e sexo, causando aumento na 

remodelação osséa e nos níveis séricos do paratormônio (PTH), com 

consequente diminuição da massa óssea (HONKANEN et al 1996; PORRO, 

2009). 

A osteoporose é definida como “uma doença esquelética sistêmica 

caracterizada por baixa massa óssea e deterioração da microarquitetura do 

tecido ósseo” (CONSENSUS, 1991). É uma doença osteometabólica que 

possui um grande impacto na qualidade de vida e na sobrevida. Acomete 

ambos os sexos sendo mais frequente na mulher, já que no climatério a 

diminuição dos níveis estrogênicos precipitam  perdas de massa óssea. A 

ocorrência de fraturas osteoporóticas aumenta sensivelmente a 

morbimortalidade e leva à perda funcional do indivíduo acometido em 

qualquer período da vida (YAZBEK; MARQUES NETO, 2009). 

O tecido ósseo é uma estrutura dinâmica que sofre intensa e contínua 

remodelação pela ação combinada de osteoblastos, osteoclastos e 

osteócitos. O controle não só da atividade, mas também da proliferação e da 

diferenciação das células ósseas está sob a ação de diversos fatores 

sistêmicos e locais, cuja ação combinada e, frequentemente simultânea, é 

indispensável para a manutenção da homeostase do tecido ósseo.  Fatores 

de crescimento, citocinas e prostaglandinas representam classes de fatores 

locais que atuam sobre as células ósseas. Entre os fatores sistêmicos 

associados à homeostase do tecido ósseo, o paratormônio (PTH)8, a 

calcitonina9, a 1,25-dihidroxi-vitamina D3 [1,25(OH)2D3]10, os 

glicocorticóides e o estrógeno são importantes para a regulação do 

metabolismo ósseo.  Entre os fatores sistêmicos, o estrógeno apresenta 

grande importância para a homeostase do tecido ósseo, visto que a queda 

nas taxas desse hormônio está relacionada à ocorrência de osteoporose 

(FALONI; CERRI, 2007). 

O estrógeno atua sobre a via RANK/RANKL/OPG (Receptor ativador 

de fator nuclear-κB/ligante de RANK/ Osteoprotegerina), relacionada à 

formação de osteoclastos. Ao agir sobre células mesenquimais 

osteoprogenitoras/osteoblastos, o estrógeno promove redução dos níveis de 
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RANKL – ligante de RANK – e aumento da produção de OPG – competidor 

de RANK. Assim, a OPG, que apresenta níveis aumentados, liga-se ao 

RANKL e impede a interação deste com o RANK (presente em precursores 

de osteoclastos), inibindo, conseqüentemente, a fusão dos precursores de 

osteoclastos (KAWAMOTO et al., 2002). 

 De acordo com os dados da literatura, fica claro que o estrógeno 

inibe a reabsorção óssea. A ação do estrógeno sobre os osteoclastos ocorre 

por diversas vias. Assim, diante da deficiência estrogênica, ocorre aumento 

na formação de osteoclastos, bem como aumento no tempo de 

sobrevivência dessas células, o que leva ao aumento do número e da 

atividade reabsortiva dos osteoclastos. Ainda a síntese de matriz óssea 

pelos osteoblastos é diminuída. Desse modo, esses eventos culminam no 

desequilíbrio da remodelação óssea, havendo maior reabsorção em relação 

à neoformação óssea, o que determina a ocorrência de osteoporose 

(MANOLAGAS,2000). 

Recentemente, o estudo epidemiológico Brazilian Osteoporosis Study 

(BRAZOS) mostrou que cerca de 6% da população brasileira com mais de 

40 anos têm o diagnóstico médico de osteoporose. Fraturas por baixo 

impacto foram relatadas por 15,1% das mulheres e 12,8% dos homens 

(PINHEIRO et al., 2009). Estimou-se que no triênio 2008- 2010, o ministério 

de saúde gastou cerca de R$ 288.986.335,15 com procedimentos 

relacionados ao tratamento de osteoporose em idosos do Brasil (MORAES 

et al., 2014). 

Um dos mais importantes determinantes do risco de desenvolver 

osteoporose na vida adulta depende especialmente da quantidade de massa 

esquelética adquirida durante a infância e adolescência. Diversos estudos 

mostram que a otimização da massa óssea ocorre na infância e 

adolescência. Um estudo americano transversal com 247 mulheres entre 11 

e 32 anos, mostrou que aproximadamente 90% do conteúdo mineral ósseo é 

alcançado aos 17 anos, 95% aos 19 anos e 99% aos 22 anos (TEEGARDEN 

et al., 1995). Maximizar a massa óssea nesta faixa etária é extremamente 

importante para proteger contra fraturas. Podemos assim afirmar que o 

cálcio é necessário para o desenvolvimento ósseo durante o crescimento e 
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para a manutenção da integridade esquelética durante toda a vida adulta 

(LANZILLOTTI et al., 2003). 

Existe uma carência de estudos sobre a ação da soja em homens e 

animais machos. A maioria das pesquisas realizadas nessa área é 

direcionada a mulheres que representam 40-50% das fraturas 

osteoporóticas (CHRISCHILLES et al., 1991). Entretanto sabe-se que 25-

33% dos homens vão apresentar fraturas osteoporóticas em algum momento 

de suas vidas. Apesar dessa evidência continua ainda há negligência dessa 

patologia no sexo masculino (NGUYEN et al., 1996; GEMMARI et al., 2001; 

KIEBZAK et al.,2002; FELDSTEIN et al., 2005). 

A proposta do estudo foi analisar a influência da dieta suplementada 

com extrato hidrossolúvel de soja na massa óssea de ratos jovens adultos e 

saudáveis de ambos os sexos. Assim mensuramos também o papel da soja 

como fonte de cálcio e a ação dos fitoestrógenos. Contribuindo para a 

escassez de pesquisas nessa população.  

Em um estudo realizado anteriormente em nosso laboratório usando 

ratos machos de 30 dias suplementados com EHS, foi observado uma ação 

deletéria nas propriedades ósseas dos ratos que usaram a suplementação 

(OLIVEIRA et al., 2013). Desse modo nossa hipótese é que o consumo de 

EHS ocasionará perda de densidade mineral óssea em ratos machos não 

influenciará em fêmeas. 

 

 

2.Objetivo 

 

Analisar a ação da dieta suplementada com extrato hidrossolúvel de 

soja na massa óssea de animais adultos jovens machos e fêmeas 

saudáveis. 
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 3. Metodologia 

 

3.1 Animais e procedimento experimental 

Foram utilizados no total 40 ratos sendo: 20 ratos machos e 20 ratas 

fêmeas, com 4 meses  de idade, da raça Rattus novergicus albinus, Wistar, 

fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual Paulista – UNESP/Araçatuba, escolhidos aleatoriamente. Os 

animais foram mantidos em ambiente climatizado (21±2ºC) e ciclo 

claro/escuro (12/12 horas diárias), no Biotério da FMVA/UNESP/Araçatuba. 

O protocolo experimental está de acordo com os princípios éticos da 

Experimentação Animal e foi aprovado pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal (CEEA) – Protocolo 2012-02399. 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos 

experimentais: Grupo de Macho Controle (MC), grupo de macho 

Suplementado (MS), grupo de fêmea controle (FC) e grupo de fêmea 

suplementado (FS) – contendo 10 animais cada, mantidos em caixas 

próprias para animais experimentais (5 animais por caixa). 

Para os grupos MC e FC foi ofertado bebedouro contendo água (500 

mL) e ração (300g) Presence®, Paulínia, SP, Brasil, cujas informações 

nutricionais estão presentes na Figura 2. Para os grupos MS e FS foi 

ofertado bebedouro contendo água (500mL), outro contendo EHS (500mL) 

cuja informações nutricionais estão presentes na Figura 1, e ração (300g).  

Durante o período experimental, a ingestão de líquidos e o consumo 

de ração foram mensurados diariamente, no mesmo horário (9h). O 

consumo de ração foi encontrado pela diferença entre o colocado 

inicialmente e as sobras. O mesmo ocorreu para o controle de ingestão de 

água e EHS. As sobras foram desprezadas, fazendo-se reposição de água, 

EHS e da ração. Após 11 semanas todos os valores de consumo foram 

analisados, obtendo-se a média semanal do consumo por animal. 
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FIGURA1: Diagrama esquemático do experimento animal. 

 

3.2 Massa corporal 

A massa corporal dos animais foi mensurada uma vez por semana 

utilizando-se balança digital de precisão Toledo® sendo a primeira 

determinação no início do experimento e a última mensuração no dia do 

sacrifício dos animais. 

 

3.3 Consumos de ração e ingestão de líquidos e tratamento 

Para os grupos MC e FC foi ofertado bebedouro contendo água (500 

mL) e ração (300g) Presence®, cujas informações nutricionais estão 

presentes no anexo 1. Para os grupos MS e FS foi ofertado bebedouro 

contendo água (500mL), outro contendo EHS (500mL) cuja informações 

nutricionais estão presentes na anexo 2, e ração (300g).  

Durante o período experimental, a ingestão de líquidos e o consumo 

de ração foram mensurados diariamente, no mesmo horário (9h). O 

consumo de ração foi encontrado pela diferença entre o colocado 

inicialmente e as sobras. O mesmo ocorreu para o controle de ingestão de 

água e EHS. As sobras foram desprezadas, fazendo-se reposição de água, 

EHS e da ração. Após 11 semanas todos os valores de consumo foram 

analisados, obtendo-se a média semanal do consumo por animal. 
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 3.4 Eutanásia dos animais 

Os animais foram anestesiados com Ketamina (80mg/Kg) e Xilazina 

2% (10mg/Kg) intraperitoneal para execução da eutanásia e retirada dos 

ossos para análises. 

 

3.5 Densitometria óssea 

 

A avaliação densitométrica foi realizada após a eutanásia dos 

animais. As tíbias e os fêmures direitos foram desarticulados e dissecados, e 

submersos em recipiente plástico contendo água a 2 cm de profundidade 

(para simular tecido mole), alinhados corretamente e em seguida 

scanneados, capturando sua imagem por absorciometria de raios X de dupla 

energia (DXA) por meio de densitômetro modelo DPX-ALPHA LUNAR, com 

software do próprio programa de versão especial para pequenos animais 

com alta resolução. Posteriormente, as imagens foram manualmente 

contornadas para obtenção dos valores de área (cm²), conteúdo mineral 

ósseo – CMO (g) e densidade mineral óssea areal – DMOA (g/cm²). 

 

 

FIGURA 2: Densitômetro DPX-ALPHA LUNAR.  

3.6 Ensaios biomecânicos 

Os fêmures e tíbias do lado direito de todos os animais foram 

 

3000. A carga foi aplicada com velocidade de 2 mm/min e aplicação da força 

de 2000N para determinação da força máxima (N) e determinação posterior 
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da rigidez óssea (kN/m) e energia absorvida até a força máxima (mJ) 

calculados a partir da curva obtida no ensaio (TURNER; BURR, 1993). Os 

resultados foram registrados em sistema computacional pertencente ao 

próprio equipamento que fornece os valores de Força x Deformação. Para o 

cálculo da Rigidez determinou-se a parte da curva de Força x Deformação 

relativa à fase elástica do ensaio. A energia absorvida pelo osso é obtida 

pela área sob a curva força x deformação até o ponto de força máxima. 

 

3.7.1 Flexão de três pontos do fêmur e da tíbia 

As tíbias e os fêmures foram apoiados em dois suportes (dois pontos) 

sendo a distância de vão de apoio de 20 mm (Figura 6). A força foi aplicada 

nos ossos em um terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois apoios 

(ensaio de flexão em três pontos) (TURNER; BURR, 1993). 

 

FIGURA 3: Ensaio mecânico de flexão de três pontos.  

 

3.7.2 Colo femoral 

Para análise da força máxima, rigidez e energia na região do colo femoral, o 

fêmur foi colocado em aparato metálico adaptado e mantido fixado na vertical - longo 

eixo (Figura 7). A força de compressão foi aplicada na região da cabeça do fêmur 

cuja linha de ação do vetor força é paralela ao eixo longo do fêmur, causando 

momento fletor na região da cabeça e colo femoral (SHIRAZI-FAD et al., 2013).  
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FIGURA 4: Ensaio mecânico de compressão no colo femoral.  

3.7 Dosagem de Cálcio e Fósforo pelas cinzas  

 

Para análise da concentração de cálcio e fósforo nas cinzas, foi 

primeiramente aferido o peso dos ossos molhados (massa orgânica), 

posteriormente os ossos foram submetidos a 24 horas em estufa à 105 º C 

até aferido o peso constante( peso seco) e submetidos a mufla à 800 º C por 

24 horas e só então foi encontrado o peso das cinzas. As cinzas dos ossos 

foram pesadas em balança de precisão, e diluídas em 800µL  HCl e 700 µL 

NaOH. Subsequente a solução foi diluída em 1 :5, 100µl de amostra para 

400 µL água. O teor de cálcio foi determinado pelo kit de cálcio Arsenazo III 

(Katal, Brasil), enquanto que o teor de fósforo foi determinado pelo kit U.V. 

Molibidato (Katal, Brasil). Os valores de absorbância foram dados pelo leitor 

de microplacas. O grau de mineralização foi estimado pela razão entre a 

massa de cinzas e massa óssea seca. 
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FIGURA 5: Diagrama esquemático da calcinação e dosagem de cálcio e fósforo 

 

3.9 Análises estatísticas 

Os dados obtidos foram apresentados como média e desvio padrão. 

Para a análise estatística foi utilizado o programa Graphpad Prism 6.0. A 

normalidade dos dados foi analisada com o teste Kolmogorov-Smirnov . 

Para os contrastes das médias utilizou-se o teste t de Student não pareado 

sendo p<0,05 considerado estatisticamente significativo. Os grupos foram 

comparados entre os gêneros, sendo grupo macho controle comparado com 

grupo macho suplementado, e grupo fêmea controle comparado com grupo 

fêmea suplementado. 

 

 

4. Resultados 

 

Com relação à massa corpórea e consumo de ração foi possível 

observar, o maior ganho de peso do grupo FS e o menos do MS. E o grupo 

que consumiu mais ração foi o FC. Foi também observado que os grupos 

que receberam o EHS consumiram uma menor quantidade de ração que os 

grupos controles. Esta alteração do consumo foi descrita e pode ser 

explicada pela elevada palatabilidade do EHS (SCLAFANI, 1984; NOVELLI, 
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2007). Os dados de massa corpórea e ingestão de ração e ingestão de EHS 

estão apesentados na tabela 1 e nas figuras 6,7 e 8. 

 

 

  

TABELA 1 - Média e erro padrão da média na massa corpórea e do consumo de ração semanal e 
consumo de EHS, referentes ao grupo fêmea controle (FC), grupo fêmea suplementado com EHS (FS, 
grupo macho controle (MC) e ao grupo macho suplementado com EHS (MS). 

 

FIGURA 6: Gráfico do ganho de massa corpórea por semana dos grupos MC, MS, FC e FS. 
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 Peso(mg) 

Semanas 

Massa Corpórea 

MC

MS
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FS

Grupos  MC MS p FC FS  p 

Massa corpórea 
(g) 

1ª semana 
150,91±2,78 163,4±4,82 

 
0,1006 148,74±2,57 152,41 ±2,37 

 
0,3077 

Massa corpórea 
(g) 

11ª semana  
348,55±2,03 306,6±2,65 

 

<0,0001* 335,62±1,64 369,41 ±4,06 
 

<0,0001* 

Consumo de 
ração semanal 

(g)  
144,91±11,8 80,96±4,36 

 
<0,0001* 152,12±8,83 79,49  ±3,67 

 
<0,0001* 

 
Consumo de 

EHS (ml) 
 

 
438,51±3,11 

 

 
 441,62 ±8,41   
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FIGURA 7: Gráfico do consumo de ração por semana dos grupos MC e  MS. 

 

FIGURA 8: Gráfico do consumo de ração por semana dos grupos FC e  FS. 

 

 

Quando comparadas as variáveis CMO e área das tíbias e fêmures 

observaram-se que não ocorreu diferença significante entre os grupos MC e MS, no 

entanto foi acusada diferença na variável DMO entre os grupos MC e MS. Já as 

análises de densitometria óssea entre os grupos FC e FS não diferiram. As variáveis 

biomecânicas advindas dos testes de flexão da tíbia, flexão da cabeça e terço médio 
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do fêmur, não apresentaram diferença estatística entre os grupos como o 

encontrado na densitometria óssea. As tíbias e os fêmures nas análises de força 

máxima, rigidez e energia, dos animais do Grupo MS não mostraram alteração 

significativa nas variáveis analisadas quando comparados ao grupo MC. Quando 

comparado os resultados dos grupos FC e FS também não encontramos diferença 

significativa.  Os resultados estão apresentados na tabela 2 e na tabela 3, com 

média e erro padrão da média.  

 

TABELA 2 - Média e erro padrão da média das variáveis: densitometria óssea e ensaios 
biomecânicos dos fêmures, referentes ao grupo fêmea controle (FC), grupo fêmea suplementado 
com EHS (FS, grupo macho controle (MC) e ao grupo macho suplementado com EHS (MS). 

 

 

 

Grupos 
Fêmures Fêmures 

MC  MS p FC  FS  p 

CMO (g) 0,3652 ±0,01 0,3276± 0,02 0,1261 0,295 ±0,01 0,287 ±0,01 0,6577 

Área (cm2) 2,122 ±0,06 2,204 ±0,05 0,3264 1,653  ±0,03 1,713±0,031 0,2140 

DMOA 
(g/cm2) 

0,1716 ±0,01 0,1489 ±0,01 0,0097* 0,1785 ±0,01 0,1671±0,01 0,1892 

Força 
máxima 

cabeça (N) 
142,4 ±7,542 125,8  ±5,64 0,0946 106,9  ±6,128 117,5 ±4,232 0,1606 

Rigidez 
cabeça (103 

kN/m) 
262,4  ±24,6 318,6  ±14,50 0,0670 345,7 ±41,34 379,3 ±28,24 0,4982 

Energia(mJ) 
cabeça 

77,69  ±10,39 60,61  ± 6,379 0,1832 58,56 ±12,26 55,1 ±7,815 0,6750 

Força 
máxima 

terço médio 
(N) 

144,4  ±7,761 138,3  ±3,262 0,4728 101,9 ±3,527 113,4 ±4,396 0,0535 

Rigidez 
terço médio 
(103 kN/m) 

264,7 ±13,73 268,3 ±12,66 0,8510 224,1 ±8,790 235,5 ±11,74 0,4468 

Energia 
(mJ) terço 

médio 
72,97 ±7,038 69,63 ±4,163 0,6883 41,69 ±3,480 47,85  ±2,763 0,1826 
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TABELA 3 - Média e erro padrão da média das variáveis: densitometria óssea e ensaios 
biomecânicos das tíbias, referentes ao grupo fêmea controle (FC), grupo fêmea suplementado 
com EHS (FS, grupo macho controle (MC) e ao grupo macho suplementado com EHS (MS). 

 

 

TABELA 4 - Média e erro padrão da média da densitometria óssea da região cortical de fêmures 
e tíbias, referentes ao grupo fêmea controle (FC), grupo fêmea suplementado com EHS (FS, 
grupo macho controle (MC) e ao grupo macho suplementado com EHS (MS). 

 

 

 

Grupos 
Tíbias Tíbias 

MC  MS  p FC FS  p 

CMO (g) 0,2502 ± 0,01 0,2129± 0,01 0,0602 0,2155± 0,01 0,2080 ± 0,01 0,6320 

Área (cm2) 1,769 ±0,04 1,813 ±0,04 0,4955 1,462 ± 0,03  1,523 ± 0,03 0,2392 

DMOA 
(g/cm2) 

0,1412 ± 0,01 0,1167± 0,01 0,0050* 0,1478 ± 0,01 0,1362± 0,01 0,2050 

Força 
máxima (N) 

73,01  ± 4,263 78,98 ± 2,850 0,2612 63,08 ± 2,249 68,96 ±4,359 0,2459 

Rigidez (103 
kN/m) 

94,52 ±6,438 110,8 ±7,476 0,1182 113,7 ±6,922 122,1 ±11,5 0,9705 

Energia(mJ) 35,28  ±2,636 32,45 ±1,848 0,3971 23,23 ±1,752 23,97 ±1,774 0,7679 

Densitometria óssea 
Cortical 

Fêmures Fêmures 

 MC MS P FC FS P 

CMO (g) 0,15 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,6330 0,12 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,6024 

Área (cm2) 0,83 ± 0,04 0,90 ± 0,03 0,1709 0,72 ± 0,01 0,76± 0,01 0,1494 

DMOA (g/cm2) 0,17 ± 0,004 0,15 ± 0,01 0,0187* 0,17 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,0974 

 Tíbias Tíbias 

CMO (g) 0,08 ± 0,003 0,07 ± 0,006 0,1253 0,07± 0,003 0,08 ± 0,005 0,3100 

Área (cm2) 0,67 ± 0,02 0,74 ± 0,02 0,0576 0,63 ± 0,02 0,68 ± 0,01 0,0890 

DMOA (g/cm2) 0,13 ± 0,004 0,10 ± 0,007 0,0018* 0,12 ± 0,007 0,12± 0,01 0,9778 
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No presente trabalho, realizou-se a densitometria óssea do osso inteiro e 

também da região cortical.   Os resultados obtidos no teste de densitometria 

óssea da região cortical dos ossos foram similares aos resultados dos ossos 

inteiros. Foi observado que nas variáveis  Área e CMO não houve 

diferença significativa em nenhum dos grupos comparados. Quando 

comparado os grupos FC e FS a DMO não diferiu, porém na comparação 

entre os grupos MC e MS houve diferença significativa.  Os resultados estão 

representados na tabela 4.   

Na análise de dosagem de cálcio e fósforo pelas cinzas apenas os 

fêmures apresentaram uma diminuição na concentração de cálcio e fósforo 

em ratos machos suplementados quando comparados ao controle. Nas 

fêmeas não houve diferença em tíbias e fêmures. As dosagens de cálcio e 

fósforo a partir da calcinação estão apresentadas na tabela 5. 

 

TABELA 5 - Média e erro padrão da dosagem de cálcio e fósforo nas cinzas de fêmures e 
tíbias, peso seco e peso das cinzas, referentes ao grupo fêmea controle (FC), grupo fêmea 
suplementado com EHS (FS, grupo macho controle (MC) e ao grupo macho suplementado 
com EHS (MS). 

 

 

 
Fêmures Fêmures 

Grupo MC MS P FC FS P 

Cálcio 
(mg g-1 cinzas) 

0,252 ± 0,004 0,231 ± 0,007 0,0476* 0,255 ± 0,015 0,259 ± 0,008 0,6905 

Fósforo 
(mg g-1 cinzas) 

0,128 ± 0,003 0,115 ± 0,002 0,0397* 0,110± 0,004 0,116 ± 0,003 0,2698 

Peso seco (g) 0,763 ± 0,03 0,771 ± 0,02 0,8615 0,549 ± 0,01 0,591 ± 0,01 0,0721 

Cinzas (g) 0,504 ± 0,02 0,515 ± 0,01 0,6792 0,371 ± 0,01 0,394 ± 0,01 0,1528 

Grupo Tíbias Tíbias 

Cálcio 
(mg g-1 cinzas) 

0,250 ± 0,0158 0,231 ± 0,003 0,5350 0,259 ± 0,007 0,261 ± 0,005 0,5476 

Fósforo 
(mg g-1 cinzas) 

0,114 ± 0,001 0,112± 0,002 0,4206 0,105 ± 0,003 0,114± 0,001 0,5952 

Peso seco (g) 0,589 ± 0,02 0,606 ± 0,01 0,5845 0,447 ± 0,01 0,477 ± 0,01 0,1293 

Cinzas (g) 0,375 ± 0,01 0,391 ± 0,01 0,3750 0,293 ± 0,01 0,307 ± 0,01 0,2352 

 
Fêmures Fêmures 

Grupo MC MS P FC FS P 

Cálcio 
(mg g-1 cinzas) 

0,252 ± 0,004 0,231 ± 0,007 0,0476* 0,255 ± 0,015 0,259 ± 0,008 0,6905 

Fósforo 
(mg g-1 cinzas) 

0,128 ± 0,003 0,115 ± 0,002 0,0397* 0,110± 0,004 0,116 ± 0,003 0,2698 

Peso seco (g) 0,763 ± 0,03 0,771 ± 0,02 0,8615 0,549 ± 0,01 0,591 ± 0,01 0,0721 

Cinzas (g) 0,504 ± 0,02 0,515 ± 0,01 0,6792 0,371 ± 0,01 0,394 ± 0,01 0,1528 

Grupo Tíbias Tíbias 

Cálcio 
(mg g-1 cinzas) 

0,250 ± 0,0158 0,231 ± 0,003 0,5350 0,259 ± 0,007 0,261 ± 0,005 0,5476 

Fósforo 
(mg g-1 cinzas) 

0,114 ± 0,001 0,112± 0,002 0,4206 0,105 ± 0,003 0,114± 0,001 0,5952 

Peso seco (g) 0,589 ± 0,02 0,606 ± 0,01 0,5845 0,447 ± 0,01 0,477 ± 0,01 0,1293 

Cinzas (g) 0,375 ± 0,01 0,391 ± 0,01 0,3750 0,293 ± 0,01 0,307 ± 0,01 0,2352 
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5. Discussão  

 

Os ratos, mesmo sendo quadrupedes, dividem muitas similaridades 

com os humanos no que diz a respeito ao comportamento de seu esqueleto. 

A formação rápida de ossos e a mineralização acontece durante os 

primeiros meses de vida, proporcionalmente igual aos humanos (MARDON 

et al., 2008). Em ratos Wistar, a construção de massa óssea acontece no 

primeiro ano de vida, a densidade mineral óssea e o pico de mineralização 

acontecem até os 12 meses de idade e a maioria dos valores estão atingidos 

na idade de 8 meses. Essa informação tem grande relevância, pois os ratos 

analisados começaram receber o tratamento com EHS no momento anterior 

à atingiriam seu pico máximo de massa óssea, aos 4 meses de idade 

(SCHAPIRA et al., 1991).  

Foi observado no presente estudo que o consumo de EHS afetou de 

forma significativa a densidade óssea de ratos machos, causado uma perda 

mineral no grupo suplementado. Resultado similar foi observado em outro 

estudo realizado em nosso laboratório, que utilizou ratos machos de 30 dias 

suplementados com EHS (OLIVEIRA et al., 2013). Os dados achados de 

Gaffney-Stomberg et al. (2014), afirmam que por ter uma estrutura 

semelhante ao estrógeno a isoflavona da soja acarretou perda de massa 

óssea de ratos machos orquiectomizados. Ratos machos expostos a 

isoflavonas não apresentaram efeitos benéficos para o fêmur e vértebra 

lombar dos animais, sugerindo que o efeito da exposição precoce a 

isoflavonas pode ser determinado pelo sexo (KALUDJEROVIC; WARD, 

2009).  Entretanto alguns estudos já realizados com soja em ratos machos 

apresentaram resultados contraditórios mostrando aumento na DMO em 

ratos machos (KALLIL et al., 2005; FUJOKA et al., 2007). Com tudo, a prole 

feminina quando exposta a  isoflavonas da soja apresentaram maior 

densidade mineral óssea e melhor estrutura do fêmur e vértebras lombares 

(PIEKARZ; WARD, 2007).  Pelo exposto  concluímos que há  escassez e 

discrepância  em relação ao impacto da suplementação com isoflavonas no 

metabolismo ósseo de ratos machos. (CHIECHI et al.,2002; IKEDA et al., 

2006; LAGARI; LEVIS, 2013; ). 
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A relação dos fitoestrogênios com saúde óssea da mulher é mais 

explorada e os resultados são mais consistentes. Os resultados encontrados 

em meta-analises que avaliaram estudos em ratas com deficiência de 

estrogênio são inconclusivos com uma tendência a ação positiva da soja 

(SHARIF et al., 2011; TAKU et al., 2010a, 2010b,2011 ; LIU et al., 2009; WEI 

et al., 2012). Algumas linhas de pesquisas vêm apresentando  resultados 

positivos das isoflavonas nas propriedades ósseas em ratos machos 

orquiectomizados (FANTI et al., 1998; ISHIMI et al., 2002; WU et al., 2003).  

A maioria das pesquisas compiladas em meta-análises utilizaram modelos 

de animais  com deficiência de estrogênio. No presente estudo utilizamos 

um modelo diferente, que segue um individuo macho ou fêmea sem 

alterações hormonais. O uso de EHS não alterou na densidade mineral 

óssea das fêmeas. Efeito similar foi também observado da dieta rica em 

isoflavonas em ratos do sexo feminino do nascimento ou envelhecimento 

(MARDON et al., 2008). É muito controverso o impacto da soja e dos 

fitoestrogenios no metabolismo ósseo de indivíduos saudáveis. Ainda é 

incerto que  a soja previna a osteopenia e fraturas.  

As variáveis do ensaio mecânico fornecem informações sobre as 

propriedades ósseas dinâmicas (força máxima a ruptura, energia e rigidez) 

(TURNER; BURR, 1993). Ainda que o consumo de EHS  tenha resultado em 

uma diminuição da DMO do osso todo( cortical e trabecular) no grupo MS 

,não houve alteração das propriedades biomecânicas dos fêmures e tíbias 

de ratos independente do gênero. Considerando esse resultado, foi aplicado 

a análise da densidade mineral óssea somente da região cortical..  É 

importante ressaltar que os testes de força são realizados nos fêmures na 

região cortical (flexão de três pontos) e na região trabecular (cabeça de 

fêmur), porém nas tíbias os testes mecânicos são  realizados apenas na 

região cortical do osso.  Além disso, 80% do esqueleto é formado por osso 

cortical e 70% de toda perda óssea apendicular é no osso cortical (ZEBAZE 

et al., 2010). Entretanto os resultados encontrados na densitometria óssea 

da região cortical foram exatamente iguais aos resultados da densitometria 

dos ossos inteiros; o grupo MS teve a densidade mineral óssea diminuída na 

região cortical em fêmures e tíbias. 



32 
  

 
 

Quanto ao grau de mineralização, as tíbias não foram afetadas pelo 

consumo de EHS já os fêmures que apresentaram uma diminuição na 

concentração de cálcio e fósforo nas cinzas em ratos machos 

suplementados quando comparados ao controle. A soja interferiu 

negativamente na mineralização de fêmures dos animais machos 

suplementos. 

Várias organizações fazem recomendações sobre a ingestão de soja 

e seus efeitos sobre a saúde óssea. A “US National Institutes of Health”, a 

“North American Menopause Society” e a “Belgian Bone Club” afirmaram 

que estudos sobre a soja não são conclusivos, impedindo quaisquer 

recomendações no que diz respeito a sua utilização para a saúde dos ossos. 

A “Association of Clinical Endocrinologists” não recomenda o uso de 

produtos à base de soja a mulheres com histórico familiar de doença 

cardiovascular e câncer hormônio dependente. 

A densidade óssea é o principal determinante da resistência mecânica 

do osso e do risco de fraturas (RIGGS; MELTON, 2006). Outros fatores 

como exposição a traumas, qualidade e geometria óssea são também 

importantes (CUMMINGS et al., 1993). A qualidade óssea é responsável por 

cerca de 30 a 50% da resistência mecânica do osso. Por esse motivo, 

verifica-se em idosos uma redução maior da resistência óssea que a 

esperada pela simples perda de densidade óssea, pois a perda de volume 

ósseo observada com a idade é acompanhada por mudanças estruturais 

que também diminuem a resistência óssea (PARK et al., 2015; KRUGER et 

al., 2013; MOSEKILDE et al., 1987).  

Apesar do grupo MS não apresentar alterações biomecânicas, 

devemos nos alertar que as análises foram realizadas após 11 semanas de 

suplementação com soja e por se tratar de ratos machos jovens saudáveis, 

a suplementação de 11 semanas não foi suficiente para alterar as 

propriedades biomecânicas e sim somente a densidade mineral óssea. Ou 

seja, não se sabe se estender o tempo de suplementação a soja seja talvez 

capaz de alterar também as propriedades biomecânicas.  Embora levando 

em consideração que baixo DMO esteja associado com aumento do risco de 

fratura em humanos (SCUITS et al., 2004). Pode-se dizer que os ratos 
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machos que usaram suplementação de soja tiveram sua qualidade óssea 

afetada. 

6. Conclusão 

O consumo de EHS provocou diminuição significativa dos valores das 

propriedades ósseas de ratos adultos jovens machos, como a densidade. 

Além disso, observou-se que o consumo de EHS não alterou propriedades 

mecânicas independe do gênero de ratos adultos jovens. O consumo de 

EHS  não alterou as propriedades ósseas de ratas fêmeas jovens adultas, 

confirmando assim nossa hipótese. 
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8. Anexos 

 

ANEXO A - Informações 
nutricionais da ração 

Informações nutricionais  

Magnésio 0,006 mg 

Ferro 180 mg 

Cobre 30 mg 

Zinco 110 mg 

Manganês 110 mg 

Iodo 1 mg 

Selênio 0,2 mg 

Cobalto 2 mg 

Vitamina A 25.577 UI 

Vitamina D3 4.000 UI 

Vitamina E 82 mg 

Vitamina K 6,40 mg 

Ácido Fólico 13 mg 

Biotina 0.16 mg 

Colina 2.800 mg 

Niacina 220 mg 

Pantotenato de cálcio 90 mg 

Tiamina 11 mg 

Riboflavina 12 mg 

Piridoxina vit. B6 
HCl 

Antioxidante 200 mg 

Ácido propiônico 1.486 mg 

Carboidratos 55% 

Umidade máxima 13% 

Proteína bruta (min.) 23% 

Extrato etéreo (min.) 4% 

Matéria fibrosa (max.) 7% 

Matéria mineral 
(max.) 

10% 

Cálcio (min.) 1,20% 

Cálcio (máx.) 1,30% 

Fósforo (min.) 0,85% 

Fonte: Fornecidas pelo fabricante, 
Nutrimentos Presence®, via email. 
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ANEXO B - Informações nutricionais do extrato 
hidrossolúvel de soja 

Informações nutricionais  

Porção de 200 ml (1copo)   %VD* 

Valor energético 
77 kcal - 323 

KJ 4% 

Carboidratos, dos quais: 7,4 g 3% 

Lactose 0 g ** 

Açucares 6,5 g ** 

Proteínas 5,1 g 7% 

Gorduras totais, das quais: 3 g 6% 

Gorduras saturadas 0,4 g 2% 

Gorduras trans 0 g ** 

Gorduras monoinsaturadas 0,8 g ** 

Gorduras poliinsaturadas 1,8 g ** 

Colesterol 0 mg ** 

Fibra alimentar 0,7 g 3% 

Sódio 190 mg 8% 

Cálcio 240 mg 24% 

Zinco 1,1 mg 15% 

Vitamina C 6,8 mg 15% 

Vitamina E 1,5 mg 15% 

Vitamina B6 0,20 mg 15% 

Vitamina A 90 µm 15% 

Ácido fólico 36 µm 15% 

Vitamina D 2,0 µm 40% 

Vitamina B12 1,0 µm 40% 

Vitamina B2 0,20 mg 40% 
Fonte: Site do fabricante, 
http://www.ades.com.br/produtos/detalhe/645217/ades-
original-1l 

 

 

 

 

 

 


