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RESUMO

A osteoporose € uma doenca crénica que afeta principalmente mulheres na
pds-menopausa, € caracteriza-se por perda de massa 6ssea e deterioracdo da
arquitetura do tecido 6sseo, sendo considerada como um sério problema de
saude publica. A Terapia de Reposicao Hormonal (TRH) é talvez o tratamento
mais efetivo para reduzir a perda éssea, no entanto vem acompanhada por efeitos
adversos como o aumento do risco de cancer de mama e de endométrio.
Terapias alternativas, como a ingestao de isoflavonas, vém sendo propostas a fim
de se prevenir a osteoporose. As isoflavonas, um tipo de fitoestrégeno, parecem
desenvolver atividade biolégica parecida com a dos estrébgenos de mamiferos,
pois apresentam habilidade para se ligarem aos receptores estrogénicos. Além
disso, estudos em animais e em humanos tém mostrado que as isoflavonas vém
se constituindo numa alternativa interessante para o controle do metabolismo
lipidico e da obesidade. Além das isoflavonas, uma das possiveis maneiras de se
prevenir a perda déssea € por meio da ingestdo de quantidades adequadas de
célcio, um dos componentes dietéticos de maior importancia para a manutengao
da integridade 6ssea. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito
da ingestdo do “iogurte” de soja, fermentado com Enterococcus faecium e
Lactobacillus jugurti, suplementado com isoflavonas e calcio sobre o peso
corpéreo e tecido 6sseo de ratas maduras ovariectomizadas. Os animais foram
divididos em 5 grupos, cada qual com 9 animais: pseudo-ovariectomizado,
ovariectomizado; ovariectomizado que ingeriu o0 produto fermentado
suplementado com isoflavonas e célcio, ovariectomizado que ingeriu o produto
fermentado suplementado com calcio e ovariectomizado que ingeriu placebo
suplementado com calcio. O tratamento durou 3 meses e foram utilizados tibias e
fémures de cada animal para analise do comprimento 6sseo; ensaio mecanico de
flexdo de trés pontos; peso, volume e densidade éssea; conteudo mineral 6sseo;
conteudo de célcio désseo; medida das larguras das trabéculas. A partir dos
resultados obtidos, concluiu-se que o produto fermentado suplementado com
isoflavonas e célcio foi capaz de evitar 0 aumento do peso corpdreo causado pela
ovariectomia, além de apresentar um efeito protetor sobre a largura das
trabéculas, efeito também observado no grupo que consumiu o0 produto
fermentado suplementado apenas com calcio.

Palavras-chave: “iogurte” de soja, isoflavonas, célcio, osteoporose



ABSTRACT

Osteoporosis is a chronic disease that affects mainly postmenopausal
women, and it is characterized by bone loss and deterioration of the bone tissue
architecture, and it considered a serious problem of public health. The Hormonal
Replacement Therapy Hormonal (HRT) is the most effective treatment to reduce
the bone loss, however it may be associated with adverse effects as the increase
of the risk of endometrium and breast cancer. Alternative therapies, as intake of
isoflavones, have being proposed to prevent the osteoporosis. Isoflavones, a type
of phytoestrogens, seem to have biological activity like the mammals estrogens,
because they present ability to bind to the estrogens receptors. Moreover, studies
in animals and in human have shown that isoflavones may be an interesting
alternative for the control of the lipidic metabolism and the obesity. On the other
hand, the intake of adequate amounts of calcium, one of the dietary components
of bigger importance for the maintenance of the bone integrity, is also considerate
to be able to prevent the bone loss. Then, the objective of this research was to
study the effect of the intake of the soy "yoghurt", fermented with Enterococcus
faecium and Lactobacillus jugurti, supplemented with isoflavones and calcium on
the corporal weight and bone tissue of ovariectomized mature rats. The animals
had been divided in 5 groups, each one with 9 animals: sham-ovariectomized,
ovariectomized; ovariectomized treated with soy “yoghurt” supplemented with
isoflavones and calcium, ovariectomized treated with soy “yoghurt” supplemented
with calcium and ovariectomized treated with placebo supplemented with calcium.
The treatment lasted 3 months and the tibia and femur of each animal were used
for following analysis: bone length; mechanical assay of three points; weight,
volume and bone density; bone mineral content; bone calcium content; measure of
the trabecular widths. In conclusion, the soy “yoghurt” supplemented with
isoflavones and calcium was able to prevent the increase of the corporal weight
caused by the ovariectomy, and to exert a protective effect on the trabecular width.
This effect was also observed in the group treated with soy “yoghurt” only
supplemented with calcium.

Key words: soy “yoghurt”, isoflavones, calcium, osteoporosis



1. INTRODUCAO

Atualmente, o setor de alimentos vem investindo de maneira crescente no
desenvolvimento de uma classe especial de produtos — os alimentos funcionais —
que vem sendo amplamente estudada em decorréncia de seus varios efeitos
benéficos a saude, destacando-se suas propriedades profilaticas e terapéuticas. A
soja, alimento de consumo universal, constitui-se em um produto de grande
importancia no que se refere a alimentos funcionais. Com relagcdo ao conceito de
alimento funcional, a soja abre perspectivas as industrias alimenticias para o
desenvolvimento de diversas formula¢des alimentares. Vale ressaltar que o Brasil
esta entre os principais produtores mundiais de soja, no entanto, a maior parte
dessa producao € exportada. Desta forma, o desenvolvimento de produtos a base
de soja seria uma das alternativas para se aumentar a presenca dessa
leguminosa na dieta brasileira.

O consumo da soja “in natura” ou mesmo processada na forma de
derivados tem despertado um grande interesse da populacdo e, principalmente,
dos pesquisadores, ndao sé por ser considerada uma fonte importante de
nutrientes de baixo custo, mas particularmente pela sua capacidade de diminuir o
risco de determinadas doencas crénico-degenerativas.

Os alimentos funcionais apresentam substancias com distintas funcdes
biolégicas denominadas de componentes bioativos, que sao capazes de modular
a fisiologia do organismo, garantindo a manutengdo da saude. Entre as
substancias presentes na soja responsaveis pelos efeitos benéficos associados
ao seu consumo, as de maior interesse, atualmente, s&o as isoflavonas,
particularmente a genisteina e daidzeina. As isoflavonas s&o denominadas
fitoestrébgenos por serem capazes de provocar uma resposta estrogénica em
animais experimentais. Estudos em cultura de células, modelos animais e alguns
ensaios clinicos em humanos indicaram acao das isoflavonas na prevencao e
diminuigdo de canceres, relacionados ou ndo a horménios; efeito protetor contra
doencas cardiovasculares; reducdo das concentracées séricas de colesterol;
alivio dos sintomas da menopausa e beneficios no tratamento da osteoporose

Nesse sentido, ha, hoje em dia, um grande interesse relacionado com a
possibilidade das isoflavonas protegerem o organismo contra a perda éssea

induzida pela deficiéncia estrogénica. Essa é uma das conseqiéncias que as



mulheres podem sofrer com o inicio da menopausa, ou seja, a diminuicdo ou
cessacao da producao de estrogenos contribuem para acelerar a perda de massa
0ssea, podendo conduzir a um quadro de osteoporose.

A osteoporose € uma doenca crénica que afeta principalmente mulheres na
pds-menopausa, e caracteriza-se por perda de massa 6ssea e deterioracdo da
microarquitetura do tecido 6sseo, levando a um aumento de sua fragilidade e um
consequente aumento do risco de fraturas. De acordo com dados da Organizagao
Mundial de Saude, um terco das mulheres brancas acima de 65 anos sao
portadoras de osteoporose. Estima-se que cerca de 50% das mulheres com mais
de 75 anos venham a sofrer alguma fratura em decorréncia dessa doenga (WHO,
1994).

Além das isoflavonas, uma das possiveis maneiras de minimizar o problema
da osteoporose é por meio da ingestdo de altas quantidades de célcio. E preciso,
entretanto, que este célcio seja bem absorvido, pouco excretado pela urina e que
possa ser fixado nos o0ssos. No entanto, os resultados s&o conflitantes no que se
refere a ingestao de calcio dietético e a perda da massa 6ssea.

A soja representa uma fonte moderada de calcio, com biodisponibilidade
desse elemento igual & dos derivados lacteos (FISHBEIN, 2004) . E importante
ressaltar que a proteina de soja diminui a excregao urinaria de célcio. Tem sido
proposto que a excrec¢do urindria do calcio induzida pela ingestao de proteina
animal constitui-se em um dos fatores que contribui para o surgimento da
osteoporose (ADLERCREUTZ, 2002).

A suplementacdo de estrogénio mais calcio vem se mostrando eficaz na
protecdo contra perda o6ssea (NIEVES et al.,, 1998). A substituicdo desse
estrébgeno por fitoestrogenos, como as isoflavonas, pode representar uma
alternativa na prevencao da osteoporose, ja que, além de apresentar atividade
estrogénica, elas podem minimizar os efeitos colaterais trazidos com a utilizagao
de estrogenos, como por exemplo o cancer de mama (ADLERCREUTZ et al.,
1992; MESSINA et al., 1994)

E sabido que a grande maioria de produtos a base de soja apresentam as
concentracdes de isoflavonas substancialmente reduzidas em decorréncia dos
diferentes tipos de processamento aos quais sao submetidos.

ROSSI et al. (2002) demonstraram que o “iogurte” de soja fermentado com

E. faecium e L. jugurti perde cerca de 92% das isoflavonas originalmente



presentes no grdo in natura, durante o processamento. Estudos desse tipo
sugerem que os derivados de soja, para poderem apresentar um eventual efeito
positivo sobre a inibicdo do desenvolvimento da osteoporose, devem,
necessariamente, ser suplementados ndao s6é com isoflavonas, mas também com
calcio, uma vez que sdo também deficientes neste mineral (UMBELINO, 2001a).
Com base nas propostas de suplementacdo do “iogurte” de soja com isoflavonas
e calcio (ROSSI et al., 2002; UMBELINO, 2001a) parece-nos oportuno e de
grande interesse estudar o efeito da ingestdo desse produto sobre a prevencao
da osteoporose.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o efeito da ingestdo do “iogurte” de soja fermentado com E. faecium
e L. jugurti, suplementado com isoflavonas e calcio sobre o tecido 6sseo de ratas
maduras ovariectomizadas.

2.2. Objetivos Especificos

Por meio de um protocolo apropriado, verificar, quanto ao peso corpoéreo e
tecido ésseo, o efeito do (a):
¢ Processo fermentativo realizado pelo E. faecium e L. jugurti;
e Suplementag¢do com isoflavonas + calcio;

e Suplementagdo com calcio.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. CLIMATERIO E MENOPAUSA

Resultados de varias pesquisas mostram que em algumas partes do
mundo ndo existe um termo, empirico ou cientifico, equivalente para menopausa.
Isto porque alguns sintomas identificados no ocidente podem estar ausentes em
outras populagdes, ou, se presentes, tidos como insignificantes (VIGETA e
BRETAS, 2004). Nesse sentido, com a finalidade de estabelecer um consenso
técnico, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1996) define e recomenda a
utilizacdo dos seguintes termos: “menopausa natural” para o evento da parada
permanente da menstruagéo, que € resultante da perda da atividade folicular dos
ovarios e € reconhecido retrospectivamente ap6s um ano de amenorréia sem
outra causa patolégica ou psicoldgica; “perimenopausa”, “climatério” ou “transicao
menopausica” para 0 periodo em que surgem as irregularidades menstruais e
queixas vasomotoras, que antecedem a menopausa e vao até o primeiro ano
seguinte a ela; “pré-menopausa” como sendo o periodo total reprodutivo, anterior
a menopausa; “pds-menopausa” corresponde ao periodo apds o evento da
menopausa, independe da menopausa ter sido natural ou induzida e se prolonga
até uma idade avangada. Acredita-se que esse limite se dé por meio da
homeostase hormonal que ocorre na velhice, quando a caréncia estrogénica fica
compensada pela perda progressiva dos receptores estrogénicos (BAGNOLI e
FONSECA, 1999).

Com o advento da menopausa, além da perda da capacidade reprodutiva,
varias outras alteragdes podem ser observadas. Entre elas, destacam-se 0 ganho
de peso (WING e MATTHEWS, 1991) e o agravamento de certos fatores
cardiovasculares de risco (STAMPFER et al.,, 1991). Um aumento da
porcentagem de massa gorda, ambas abdominal e subcutdnea, tolerancia a
glicose e um aumento da concentracao plasmatica de colesterol total também tém
sido registrados (DAWSON-HUGHES e HARRIS, 1992; KAYE et al., 1990).

Ha uma relacdo positiva entre a taxa de ganho de peso ao longo dos anos
e o risco de se desenvolver diabetes mellitus tipo 2: 0 ganho de apenas poucos
quilogramas pode aumentar esse risco em duas vezes (COLDITZ et al., 1995).

Mulheres idosas tém um risco maior quando comparado com as jovens. O



acumulo de tecido adiposo abdominal difere da gordura subcutanea nos seus
efeitos metabdlicos: a quantidade abdominal correlaciona-se com o controle da
glicose nas mulheres pds-menopausa (BROCHU et al., 2000). A adiposidade
abdominal diabetogénica deve ser evitada, mas isso nao significa que a gordura
subcuténea seja inofensiva: ela € fonte de estrogenos que podem permitir o
desenvolvimento de canceres estdégenos-dependentes.

A hipercolesterolemia é também mais prevalente em mulheres na poés-
menopausa obesas do que em mulheres jovens e ou magras (DENKE, TEMPOS,
GRUNDY, 1994). A hipertensado também esta associada com o aumento do tecido
adiposo (WILSGAARD, SCHIRMER, ARNESEN, 2000), em mulheres acima de 55
anos, um ganho de peso de 25 kg ao longo de 16 anos pode produzir um risco
quatro vezes maior para a hipertensdo comparadas com aquelas de peso
inalterado. Nos lipideos séricos, a menopausa favorece a elevagcao do colesterol
total, dos triglicerideos, da lipoproteina (a), do LDL-colesterol e a redugdo do
HDL-colesterol (CAMPIOLO e MEDEIROS, 2003).

A incidéncia de cancer de mama varia de acordo com o peso e ganho de
peso (VAN DEN BRANDT et al., 2000): mulheres que néo fazem uso da Terapia
de Reposicao Hormonal (TRH) e que ganharam entre 10 a 20 kg ao longo de 16
anos tiveram um risco 60% maior de desenvolver cancer de mama depois da
menopausa. Mulheres que ganharam acima de 20 kg tiveram um risco duas
vezes maior. O diagnéstico de cancer uterino € também mais freqlente entre as
obesas (TERRY et al.,, 1999). A explicagdo para ambos pode estar relacionada
aos estrogenos originados da gordura subcutanea (DUBNOV, BRZEZINSKI,
BERRY, 2003).

3.2. SOJA

A soja (Glycine max) é uma leguminosa cultivada pelos chineses ha cerca
de cinco mil anos e no inicio do século XX passou a ser cultivada comercialmente
nos Estados Unidos. No Brasil, o grao chegou em 1908, porém a expansao
agricola aconteceu nos anos 70 com o interesse crescente da industria de 6leo e
a demanda do mercado internacional (SOUZA et al., 2000). O Brasil esta entre os
principais produtores mundiais de soja, ao lado dos EUA e Argentina, com uma

producdo estimada para 2004 de aproximadamente 58 milhées de toneladas



(CONAB, 2004). Com relacao a exportacao, o Brasil € o principal exportador
mundial dessa leguminosa.

A soja é considerada um alimento de alto valor nutritivo e de grande
importancia na alimentacdo humana rica em proteina (30% a 45%) e em éleo
(15% a 25%).

As proteinas de reserva sdo particularmente ricas em determinados
aminoacidos como arginina, leucina e lisina, com uma deficiéncia observada para
metionina e cisteina (NIELSEN, 1985).

O ébleo de soja contém cerca de 15% de acidos graxos saturados e 85% de
insaturados, sendo grande seu conteudo de &cidos graxos essenciais (MORAIS e
SILVA, 1996).

Os carboidratos presentes no gréo representam cerca de 34%, incluindo ai
os oligossacarideos estaquiose e rafinose (MITAL e STEINKRAUS, 1974).

Ainda quanto a composicdo quimica, a soja apresenta um teor de
aproximadamente 5% de residuo mineral, destacando-se potassio, fésforo, calcio,
magnésio, sédio e enxofre, além dos microelementos como silicio, ferro, zinco,
manganés e cobre (BORDIGNON e MANDARINO, 1994).

Apesar de sua composicdo quase completa, a soja possui fatores que
limitam sua utilizacdo, tais como fatores que dificultam sua digestdo, proteinas
inibidoras de tripsina (PIT), fatores que aumentam a necessidade de metais (em
parte devido a acdo quelante do fitato) e vitaminas, e fatores causadores de
flatuléncia relacionados a presenca de estaquiose e rafinose, que sao
oligossacarideos ndo metabolizados pelo homem.

No Ocidente, o baixo consumo da soja esta relacionado ao sabor, ao odor
e aos habitos alimentares. O sabor descrito como amargo, adstringente e
rancoso, resultante da acdo da lipoxigenase, é o principal fator limitante do
consumo da soja. Todavia, a agdo dessa enzima pode ser evitada com um
tratamento térmico préximo de 100°C por 5 a 10 minutos (MORAIS e SILVA,
1996). No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias — EMBRAPA
vem desenvolvendo variedades de soja préprias para o consumo humano com
melhor sabor, alto teor de proteina, redugédo de fatores antinutricionais e melhoria
dos aspectos fisicos do gréo, tais como tamanho e hilo claro, o que evita o

escurecimento do produto quando processado (SOUZA et al., 2000).



Embora, todos os avangos tecnolégicos realizados para melhorar a
aceitacdo da soja, no Brasil ela ainda é pequena, exportando-se cerca de 70% da
producao nacional , principalmente na forma de gréo in natura.

As caracteristicas quimicas e nutricionais da soja e seus derivados
qualificam-na como um alimento funcional. Além da qualidade de sua proteina, os
resultados de estudos mostram que a soja pode ser utilizada de forma preventiva
e terapéutica no tratamento de doengas cardiovasculares, cancer, osteoporose e
sintomas da menopausa (SETCHELL e CASSIDY et al., 1999). Entre as
substancias presentes na soja responsaveis por esses efeitos, as de maior
interesse, atualmente, sdo as isoflavonas, particularmente a genisteina e
daidzeina. Dessa forma, a soja € um dos alimentos que oferece as maiores
possibilidades para o desenvolvimento de produtos funcionais (SOUZA et al.,
2000).

Nos EUA, em 1999, o “Food and Drug Administration” (FDA), érgdo que
regulamenta o comércio de alimentos e medicamentos, emitiu um documento
enfatizando o potencial da soja na prevencao de doencgas cardiacas e autorizando
as industrias a informarem nos rétulos as propriedades do produto para a saude.

A soja participa da dieta humana por meio do consumo do proprio grao e
de alimentos elaborados a partir dele. A populacéo brasileira tradicionalmente nao
consome soja, por outro lado, as dietas japonesas contém aproximadamente dez
vezes mais soja que, por exemplo, as dietas dos norte-americanos e, além disso,
0S japoneses sdo, em todo, mundo os mais longevos e com as mais baixas
incidéncias de doengas hormdnio-dependentes (GENOVESE e LAJOLO, 2001).

O grédo de soja destina-se principalmente a extracdo de 6leo vegetal,
amplamente consumido pela populagao brasileira, sendo a torta ou farelo
resultantes utilizados para producdo de racdo animal ou de derivados protéicos,
cuja funcionalidade os torna ingredientes importantes de diversos produtos
alimenticios.

Dentre os alimentos produzidos a partir da soja destacam-se: “tofu”, “leite”
de soja, “iogurte” de soja, “carne” de soja, “tempeh”, “miso”, isolado protéico,

concentrado protéico, farinhas de soja, entre outros.



3.3. “lIOGURTE” DE SOJA

Os alimentos fermentados tém se constituido em importantes componentes
da dieta devido ndo somente as suas caracteristicas nutricionais, mas também as
suas propriedades profilaticas e terapéuticas (ROSSI et al., 2003). O consumo de
produtos fermentados, principalmente aqueles derivados do leite, vém sendo
estimulado devido ao seu valor nutricional e grande numero de propriedades
terapéuticas. No entanto, o consumo destes produtos no Brasil € ainda restrito,
provavelmente em funcdo do alto custo que apresentam (UMBELINO et al.,
2001b).

Norteados por esta situagdo, ROSSI et al. (1984) obtiveram a partir do
extrato aquoso de soja, um produto similar ao iogurte, com custo reduzido, de boa
aceitabilidade e que mantém preservadas as caracteristicas nutricionais e
terapéuticas apresentadas pelos produtos fermentados convencionais.

Os alimentos a base de soja ainda sofrem resisténcia ao consumo devido
ao seu sabor tido como desagradavel. O processo de fermentacdo do extrato
hidrossoluvel de soja contribui para a melhoria das caracteristicas sensoriais,
podendo ser melhorado ainda mais com a adi¢do de aromatizantes naturais.

Em estudo realizado por KINOUCHI et al. (2002), o “iogurte” de soja, tanto
sabor péssego quanto o sabor morango, obtiveram uma boa nota nos testes
afetivos realizados com adolescentes, demonstrando que é viavel incentivar o
consumo desse produto, por exemplo, em uma populacdo que nao possui 0
hébito de consumir soja.

Recentemente, a industria de laticinios tem demonstrado grande interesse
em desenvolver novos produtos lacteos fermentados por microrganismos
probidticos. Esses microrganismos, notadamente algumas variedades de
lactobacilos e bifidobactérias, fermentam a lactose produzindo acido lactico. Eles
tém a capacidade de se manterem vivos no produto fermentado e sobreviverem a
passagem pelo trato gastro-intestinal, fixando-se no intestino e trazendo melhorias
no balanco da flora microbiana de individuos que consumam periodicamente
esses produtos (SEIBEL, 1998). O consumo diario de 10° a 10° células de
microrganismos probidticos é requerido para o desenvolvimento de qualquer
efeito benéfico em humanos (LEE e SALMINEN, 1995).



Sao varios os efeitos positivos ja demonstrados resultantes do consumo de
produtos fermentados. Entre eles pode-se destacar a diminuicdo dos sintomas
resultantes da ma absorgcédo de lactose, a prevengédo de diarréias, a redugcéao da
concentracao de colesterol sérico, a estimulacdo da resposta imune e reducao da
incidéncia de tumores (ISOLAURI et al., 1991; SANDERS, 1993; ROSSI et al.,
2000).

Dentro desse contexto, ROSSI et al.(1994) estudaram 18 cepas
bacterianas de Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium. Essas cepas
foram testadas quanto a sua capacidade de remocéo do colesterol do meio de
cultura em presenca de sais biliares. A maior remog¢éo do colesterol foi obtida pelo
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus acidophilus CRL 1014 (55,4% e
54%). Apoiado nesses resultados, foi desenvolvido um produto de soja
fermentado com Enterococcus faecium associado com Lactobacillus jugurti, o
qual apresentou propriedades tecnolégicas e sensoriais semelhantes aos
fermentados tradicionais (ROSSI et al., 1999).

O efeito hipocolesterolémico do “iogurte” de soja fermentado com E.
faecium e L. jugurti ja foi demonstrado em coelhos machos e
hipercolesterolémicos. Os resultados mostraram que uma dose de 10 mL/dia,
administrada durante 30 dias foi capaz de reduzir a concentracdo de colesterol
total em 18, 4% e de aumentar a fracdo HDL em 17, 8% (ROSSI et al., 2000). Em
humanos normocolesterolémicos, a ingestao de 200 mL/dia desse produto de soja
foi capaz de manter inalterada a concentragdo de colesterol total e de LDL-
colesterol, e de aumentar em 10% o nivel do HDL-colesterol, nas condigdes de
estudo (ROSSI et al., 2003).

Esse mesmo produto foi também avaliado quanto ao seu potencial
alergénico induzido pela sua ingestao oral, buscando demonstrar a relacao
existente entre o processo fermentativo e a alergenicidade. Os resultados
mostraram que o produto fermentado apresentou um percentual de degranulacéo
de mastécitos menor que o observado para o placebo. Concluiu-se que o produto
fermentado ndo apresentou potencial alergénico e que o processo fermentativo
reduziu favoravelmente a alergenicidade das proteinas de soja (CARLOS et al.,
2000).

O “iogurte” de soja apesar de apresentar as caracteristicas nutricionais

semelhantes as dos produtos fermentados de leite, difere significativamente



destes em relagdo ao contetudo mineral, sendo relativamente deficiente em calcio.
A adicdo de calcio ao “iogurte” de soja na forma de citrato, carbonato, fosfato,
gliconato e lactato de calcio, apesar de provocar alteragées na acidez titulavel,
viscosidade e consisténcia, ndo conferiu propriedades sensoriais indesejaveis ao
produto e o tempo de fermentagdo ndo excedeu aos verificados nos processos
industriais convencionais. Desta forma, todos os sais testados se mostraram
viaveis para o processo de enriquecimento desse produto (UMBELINO, 2001a).
Por outro lado, sabe-se que determinadas etapas do processamento do “iogurte”
de soja determinam uma redug¢do substancial das isoflavonas nesses produtos,
(ROSSI et al.,2002b). Em vista disso, ROSSI et al. (2002a) propuseram um
processo de suplementacdo desse “iogurte” com isoflavonas, sem que 0 mesmo
provocasse alteragbes sensoriais nos atributos avaliados (aroma, cor, sabor e

impressao global).

3.4. ISOFLAVONAS

Os fitoestrédgenos sdo compostos vegetais, nao-esterdides, capazes de
exercer efeitos estrogénicos. Nas plantas, esses compostos atuam como
fungicidas, detém a herbivoria, regulam os hormdnios vegetais e protegem as
plantas contra os raios ultravioletas, além de funcionarem como antioxidantes
(BARRET, 1996).

Ha cerca de 20 tipos de fitoestrégenos, identificados a partir de 300 plantas
de 16 familias diferentes, que podem ser agrupados em trés classes: as
isoflavonas, os coumestanos, dos quais o principal é o coumestrol, e os lignanos,
representados principalmente pelo enterodiol e enterolactona (ADLERCREUTZ,
2002). De acordo com ADLERCREUTZ (2002) existe uma quarta classe de
fitoestrogenos que se refere aos micoestrogenos (lactonas do &cido resorcilico),
representados pela zearalenona e zeararalenol.

As isoflavonas sdo compostos difendlicos pertencentes a uma subfamilia
dos flavondides e encontrados em maior quantidade na soja (Glycine max) e em
produtos a base de soja, embora estejam presentes em outros tipos de
leguminosas (REINLI e BLOCK, 1996).

As principais isoflavonas encontradas na proteina de soja e nos alimentos

a base de soja sdo: daidzeina, genisteina e gliciteina. Cada uma delas pode ser



encontrada em quatro formas: forma nado conjugada ou agliconas, forma
conjugada ou glicosilada (daidzina, genistina e glicitina), acetilglicosiladas e

malonilglicosiladas (Figura 1 e Tabela 1).

Figura 1. Estrutura das isoflavonas da soja

Tabela 1. Isoflavonas da soja e seus respectivos radicais

Composto R1 R2 R3
Daidzina -H -H -H
Glicitina -H -OCH3 -H
Genistina -H -H -OH
6-O-malonildaidzina -COCH,COOH -H -H
6-O-malonilglicitina -COCH.COOH -OCHjs -H
6-O-malonilgenistina  -COCH,COOH  -H -OH
6-O-acetildaidzina -COCHjs -H -H
6-O-acetilglicitina -COCHjs -OCHg3; -H
6-O-acetilgenistina -COCHjs -H -OH

Fonte: ARAUJO et al., (1997)

A concentragdo de isoflavonas presente na soja e em seus derivados
depende de inumeros fatores, incluindo o tipo de alimento (WANG e MURPHY,
1994a), a variedade da soja, ano de colheita e a localizagdo geografica (WANG e
MURPHY, 1994b).

O teor de isoflavonas de oito cultivares americanas analisadas variou entre
205 e 422 mg/100 g. Para trés safras diferentes de uma mesma cultivar os
resultados oscilaram entre 118 e 331 mg/ 100 g. J& a mesma safra colhida em
diferentes locais apresentou teor de isoflavonas entre 118 e 175 mg/100 g. Além
disso, as variedades americanas apresentaram maior teor de malonilglicitina e
maiores proporgdées entre malonilgenistina e daidzina, comparado as japonesas
(WANG e MURPHY, 1994b). A analise do teor de isoflavonas de 15 diferentes



cultivares de soja do Parana mostrou que a concentragdo média era 31% maior
para os cultivares de Ponta Grossa (120 mg/100 g), sendo essas variacdes
atribuidas as diferengas de temperatura e solos entre as duas regides (CARRAO-
PANIZZI et al., 1998).

As condigdes de processamento da soja podem provocar alteragbes no
teor total e no perfil das isoflavonas presentes. NAKAMURA et al. (2000)
determinaram as concentragdes de isoflavonoides em onze tipos de soja e doze
tipos de alimentos processados. O conteudo mais alto de isoflavonas foi
encontrado no kinako (p6 de soja tostado) e o mais baixo foi encontrado no molho
de soja. O conteudo e a composicado de isoflavonodides nos onze tipos de soja
variaram de acordo com a espécie e 0 pais de origem e nos alimentos
processados de acordo com o método de manufatura ou ingredientes.

Nessa linha, ROSSI et al. (2002b), quantificando as isoflavonas nas
diversas etapas do processamento do “iogurte” de soja fermentado com E.
faecium e L. jugurti, mostraram que o processamento causou uma reducao de
92% no teor total de isoflavonas em relagéo ao grao in natura.

Sabe-se que 97 a 98% do conteudo total de isoflavonas em soja e
derivados protéicos como farinha desengordurada, isolados, concentrados e
proteina texturizada se encontra na forma esterificada. A distribuicdo entre essas
formas varia de um produto para outro. Por outro lado, em produtos fermentados
de soja, tais como “miso”, “tempeh” e pasta de soja, observa-se a predominancia
das agliconas em relagdo as formas conjugadas (WANG e MURPHY, 1994a)
(Tabela 2).

Tabela 2. Conteudo de isoflavonas em diferentes produtos de soja (ug/g)

Glicosideo Malonil Acetil Aglicona
Produto Din Gin Glin Din Gin Glin Din Gin Glin Dein Gein Glein
Soja verde 451 430 48 515 851 57 tr 2 nd 10 16 18

Farinha de soja 147 407 41 261 1023 57 tr 1 32 4 22 19
Soja em grao 727 870 132 106 193 60 72 135 48 12 27 22
Isolado de soja 133 382 55 19 95 37 36 122 40 12 36 22
Concentrado de

soja tr 18 31 nd tr nd tr 1 nd nd nd 23
"Carne" de soja 460 551 68 45 63 72 397 743 102 39 69 52
"Tofu" 25 84 8 159 108 nd 8 1 29 46 52 12
"Tempeh" 2 65 14 255 164 nd 11 nd nd 137 193 24
Pasta de soja nd 96 21 nd nd 19 1 2 nd 271 183 54
"Miso" 72 123 18 nd nd 22 1 11 nd 34 93 15

Abreviaturas: Din — Daidzina; Gin — Genistina; Glin — Glicitina; Dein — Daidzeina; Gein —
Genisteina; Glein — Gliciteina; tr — traco; nd — nao detectado.
Adaptado de WANG e MURPHY, 1994a.



A soja participa da dieta humana com o consumo do seu proprio grao in
natura. Estudos estimam que o consumo de isoflavonas por mulheres asiaticas na
pds-menopausa estda entre 25-40 mg/dia, enquanto as americanas consomem
menos de 1 mg/dia (DE KLEIJN et al., 2001). O 6leo de soja, unica contribuicdo
efetiva de soja na dieta brasileira, ndo contém isoflavonas. Desta forma, o
desenvolvimento de alimentos derivados da soja seria uma alternativa para se
aumentar a presenca destas substancias na dieta.

As isoflavonas sdo estrutural e funcionalmente similar ao 17p-estradiol
(KUIPER et al., 1998) (Figura 2). Dessa forma, as similaridades entre suas
estruturas conferem as isoflavonas a ocupacédo dos receptores estrogénicos.
Dependendo do ensaio empregado, as isoflavonas podem ter entre 1x10™* a 1x10°
2 da atividade do 17B-estradiol, no entanto a genisteina liga-se 5 a 20 vezes com
mais afinidade ao receptor estrogénico ERB do que ao ERa (KUIPER et al.,
1997). A maior afinidade ao receptor ERP sugere que as isoflavonas podem ter
efeitos seletivos (estrogénico e antiestrogénico) dependendo do tecido e da

concentracao de isoflavonas.

Estradiol Genisteina
Figura 2. Comparacao da estrutura do estradiol e da genisteina

As isoflavonas ligam-se a receptores estrogénicos ERP, distribuidos
principalmente nos 0ssos, cérebro, endotélio vascular e bexiga (PAECH et al.,
1997), enquanto o estradiol de mamiferos tem maior afinidade por receptores
estrogénicos ERa., presentes no tecido mamario e uterino (KUIPER et al., 1998).

Uma concentracao plasmatica de 50-800 ng/mL (cerca de 0,2-3,2 umol/L)
foi encontrada para daidzeina, genisteina e equol em adultos que ingeriram cerca



de 50 mg/dia de isoflavonas por meio de alimentos a base de soja
(ADLERCREUTZ et al., 1993). Quando a soja é consumida de maneira regular, os
niveis plasméaticos de isoflavonas podem exceder a concentracao fisioldgica do
estradiol, que no homem e na mulher estd entre 40 e 80 pg/mL (SETCHELL,
1999). Essas observagbes conduzem a hipbtese de que as isoflavonas seriam
compostos biologicamente ativos com beneficios para a saude. Desta forma, a
baixa prevaléncia de doencas hormdénio-dependentes em individuos que vivem
em paises onde a soja representa a dieta principal poderia ser explicada.

Estudos em cultura de células, modelos animais e alguns ensaios clinicos
em humanos tém se mostrado que as isoflavonas representam uma alternativa
promissora na prevencao e/ou tratamento de canceres relacionados ou ndo a
hormbnios, doencgas cardiovasculares, osteoporose e alivio dos sintomas da
menopausa.

Nesse sentido, os efeitos hormonais das isoflavonas aliados a baixa
incidéncia de osteoporose em mulheres asiaticas propiciaram a investigacdo da
acao dessas substancias sobre o tecido 6sseo e em relacdo a prevengao e/ou
tratamento dessa doenga (COOPER et al., 1992).

3.4.1. EFEITOS DAS ISOFLAVONAS NA SAUDE

Céancer de mama

Estudos epidemioldgicos sugerem que uma dieta rica em isoflavonas,
como a dos paises asiaticos, propicia prote¢cdo contra varias formas de cancer,
particularmente aqueles que sdo hormoénio-dependentes, tais como céancer de
mama e prostata (ADLERCREUTZ et al.,, 2000). A populacdo asiatica que
emigrou para paises do ocidente e adotou seus habitos alimentares apresentou
um risco maior de cancer de mama e outros canceres hormdnios-dependentes
comparados com a populacao do pais de origem (LU et al., 2000).

Na maioria dos estudos in vitro com cultura de células de cancer de mama
MCF-7 é mostrado que altas concentracbes de isoflavonas reduzem a
proliferacédo celular, enquanto baixas concentracdes tém efeito estimulatorio sobre
a proliferacdo das células MCF-7 (WANG et al.,, 1996), portanto a dose de

isoflavonas parece desempenhar um importante papel sobre aumento ou



diminuicao do risco dessa doenca. Ha varios estudos mostrando que a genisteina
inibe o crescimento tanto de células cancerosas horménio-dependentes quanto as
hormdnio-independentes.

Em 55 estudos com animais foram investigados os efeitos das isoflavonas
sobre o cancer de mama. Na maioria, a incidéncia de tumores ndo foi afetada
(ALLRED et al., 2001b). No estudo de LAMARTINIERE (2000), a multiplicagao do
tumor foi reduzida em 25-50%. Em outro estudo, a administracdo de genisteina
para ratos com 21 dias de idade durante alguns dias inibiu em mais de 50% o
cancer de mama induzido por DMBA (dimetilbenzantraceno) (APPLET e REICKS,
1999). No entanto, num estudo utilizando a indugéo biolégica do cancer em ratos
imunodeficientes, a genisteina estimulou o desenvolvimento de tumor de mama
(ALLRED et al., 2001a).

Acredita-se que o consumo precoce de isoflavonas, ja na infancia, pode
proteger contra o desenvolvimento do cancer de mama na fase adulta. Estudos
realizados com ratos nos quais administravam-se, durante o periodo neonatal,
genisteina em altas e baixas concentracdes mostraram protecao significativa
contra o céancer de mama induzido experimentalmente pela droga DMBA
(LAMARTINIERE et al., 1995; MURRIL et al, 1996; BROWN et al., 1998; FRITZ et
al., 1998). Nos primeiros estudos a genisteina foi administrada durante o periodo
neonatal ou na pré-puberdade em altas concentragbes (LAMARTINIERE et al.,
1995; MURRIL et al., 1996), mas nos ultimos estudos quantidades fisiolégicas
foram dadas antes dos 21 dias de idade. Estes ultimos estudos mostraram
claramente que a genisteina na dieta em baixas concentragdes pode proteger os
ratos contra o desenvolvimento do cancer de mama induzido por DMBA. Esses
resultados assemelham-se a dois recentes estudos de caso que registraram que
a ingestdo de alimentos de soja ricos em isoflavonas na adolescéncia esta
associada com a reducao do risco de cancer de mama na vida adulta (SHU et al.,
2001; WU et al., 2002).

Acredita-se que a densidade do tecido mamario seja um indicador para o
risco de cancer de mama e que a producéao de fluido mamario fora do periodo de
lactacdo seja um fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama.
PETRAKIS et al. (1996) mostraram que o consumo de 40 g de proteina de soja
(contendo isoflavonas) por varios meses aumentou a producgao de fluido mamario
e o numero de células anormais. ATKINSON e BINGHAM (2002) demonstraram



que a suplementacdo com soja diminuiu a densidade da mama, enquanto o
tratamento com estrogeno provocou seu aumento. Nota-se que ha incertezas
quanto ao efeito benéfico da soja em relacdo ao cancer de mama, desta forma,
novos estudos devem ser realizados a fim que esses resultados sejam
confirmados.

Atualmente, uma das pesquisas mais importantes no tratamento do cancer
de mama envolve inibidores de angiogénese. Estudos mostram que a genisteina
€ capaz de bloquear esse processo (ZHOU et al., 1998; ZHOU et al., 1999).

A producédo de equol no intestino parece estar associada ao baixo risco de
cancer de mama (MESSINA e LOPRINZI, 2001) e € mais alta em individuos cuja
dieta seja rica em carboidratos, fibra, proteina vegetal e pobre em gordura
(ROWLAND et al., 2000).

Portanto, é provavel que outros compostos, além das isoflavonas, atuem
na prevencao do cancer de mama e que a composicao da dieta com respeito a
acidos graxos, proteina animal e vegetal, carboidratos e fibras também

desempenhem um papel essencial nesse sentido (ROSE e CONNOLY, 1998).

Céancer de prostata

O cancer de prostata € o cancer horménio-dependente mais comum no
homem e a incidéncia vem aumentado rapidamente em muitos paises. Acredita-
se que o alto consumo de isoflavonas por homens asiaticos contribua para a
baixa incidéncia de cancer de préstata (ADLERCREUTZ, 1995). O alto consumo
de isoflavonas em homens japoneses é evidenciado pela alta concentragédo de
isoflavonas detectadas no sangue (ADLERCREUTZ et al, 1993), urina
(HAGGANS et al, 1999) e fluido prostatico (MORTON et al., 1997), comparado
com europeus e ocidentais. Resultados de um estudo de emigragéo registraram
um alto risco em desenvolver cancer de prostata quando os asiaticos sao
expostos as dietas ocidentais (SHIMIZU et al., 1991).

Em estudos epidemiolégicos, a relagdo do consumo de soja rica em
isoflavonas e o risco de cancer de prostata tém sido sustentada, embora nao
consistentemente. Dois grandes estudos, um em homens japoneses-hawainos e
outro em homens adventistas do 7° dia da Califérnia, registraram que o consumo

de tofu e “leite” de soja” foram associados com a redugéo no risco de cancer de



prostata em 65 e 70%, respectivamente (SEVERSON et al., 1989; JACOBSEN et
al., 1998). Esses resultados devem ser vistos com reserva, uma vez que o “leite”
de soja, assim como o “iogurte” de soja, perde cerca de 92% de isoflavonas em
decorréncia do processamento (ROSSI et al.,, 2002b). Num estudo de caso
realizado por KOLONEL et al. (2000) foi encontrado uma relagdo inversa
significativa entre 0 consumo de alimentos de soja e risco de cancer de prostata.
Nessa linha, STROM et al. (1999) observaram uma tendéncia a associagao
inversa entre consumo de daidzeina e o risco de cancer de préstata. No entanto,
outras pesquisas, todas feitas em paises asiaticos, foram incapazes de detectar
associacOes significativas entre o consumo de soja e o risco de cancer de
préostata (OISHI et al., 1988; LEE et al., 1998).

Céancer de endométrio

Do ponto de vista geogréfico, o risco de cancer de endométrio segue o
mesmo modelo de incidéncia do cancer de mama (PARKIN, 1989). Num estudo
caso/controle em asiaticos e ndo asiaticos, realizado no Hawaii, associou-se o
baixo risco de cancer endometrial ao consumo de produtos de soja e outras
leguminosas (GOODMAN et al., 1997). Estudos in vitro tém demonstrado que
células endometriais de adenocarcinoma respondem as isoflavonas da mesma
maneira que o estradiol (ISHIMI et al., 1999). No entanto, quando ratas
ovariectomizadas sédo suplementadas com isoflavonas, estas ndo mostraram os
mesmos efeitos uterotroficos evidenciados quando se administra estradiol
(HARRISON et al., 1998).

NAGAMANI et al. (1998) investigando os efeitos de diferentes
fitoestrégenos (genisteina, daidzeina, biochanina A e apigenina) sobre o
crescimento de culturas de células de cancer de endométrio (HEC-I-A) mostraram
que os quatro compostos produziram uma inibicdo dose-dependente sobre o
crescimento celular. Todavia, a genisteina foi o inibidor mais potente do
crescimento de células de cancer endometrial.

Nao ha estudos clinicos consistentes que possam responder com certeza
se as isoflavonas apresentam um efeito estimulatério ou inibitério em relacédo ao
desenvolvimento desse tipo de cancer. Em experimento com animais, altas doses

de isoflavonas, particularmente genisteina, estimularam o crescimento uterino e a



expressao genética de varios parametros uterinos conhecidos por regularem os
estrégenos enddgenos (BURDETTE et al., 2002).

Um estudo prospectivo examinou a suplementagdo com isoflavonas e as
mudancas no endométrio de mulheres na pos-menopausa. Observaram-se as
bidpsias endometriais antes e depois de um periodo de 3 meses de dieta e néo foi
encontrada nenhuma evidéncia de proliferacdo em 14 mulheres estudadas
(DUNCAN et al.,, 1999). No entanto, estudos de longo prazo sdo necessarios
antes de qualquer conclusao definitiva em relagao a diminuigdo do risco de cancer

de endométrio.

Sintomas da menopausa

A severidade e freqUéncia de sintomas vasomotores, especialmente ondas
de calor, sdo menores em mulheres asiaticas quando comparadas com mulheres
ocidentais (BOULET et al., 1994). Essas diferencas tém sido atribuidas a
caracteristicas social e racial, estilo de vida e dieta. Acredita-se que o conteudo
de isoflavonas no alimento possa explicar esse fendmeno. Ha poucos estudos
clinicos que investigam os efeitos dos fitoestrogenos sobre os sintomas do
climatério. BAIRD et al. (1995) ndo encontrou qualquer efeito benéfico da soja em
relagdo a sintomatologia durante 4 semanas de estudos. Uma possivel explicacao
para efeitos pouco expressivos pode relacionar-se ao periodo de consumo das
isoflavonas, que deve ocorrer no inicio da menopausa (MESSINA, 2000).

MURKIES et al. (1995) mediram as ondas de calor como um determinante
da atividade estrogénica em resposta a uma dieta rica em fitoestrodgenos. Eles
encontraram uma reducgao significativa na ocorréncia de ondas de calor quando a
dieta das mulheres pds-menopausa foi suplementada com soja ou farinha de trigo
por 12 semanas. Em 6 semanas a dieta a base de soja produziu melhores
resultados, ou seja, reduziu o numero didrio de ondas de calor de maneira mais
eficaz que a dieta a base de trigo. ALBERTAZZI et al. (1998) encontraram que a
soja foi significativamente superior em reduzir a média do nimero de ondas de
calor por 24 horas depois de 4, 8 e 12 semanas de tratamento. As mulheres que
consumiram soja tiveram uma reducdo de 45% nas ondas de calor diarias em

comparagao a uma reducao de 30% obtida pelo placebo, no final de 12 semanas.



Em outro estudo realizado por QUELLA et al. (2000) nao foi observado nenhum
efeito benéfico das isoflavonas em relagéo a esses sintomas.

WASHBURN et al. (1999) estudaram 51 mulheres na peri-menopausa com
sintomas climatéricos em ensaio randomizado, duplo-cego, no qual utilizaram
suplementos contendo carboidratos ou proteinas de soja em duas formulagdes e
verificaram que os sintomas vasomotores melhoraram significativamente em
mulheres que utilizaram 29 g de proteinas de soja com 34 mg de fitoestrogenos,
duas vezes ao dia, em comparagao ao grupo que utilizava carboidratos.

Utilizando-se a mesma quantidade de 45 g/dia de proteina de soja como
suplemento alimentar, WILCOX et al. (1990) confirmaram a melhora da atrofia
vaginal, fato nao verificado por MURKIES et al. (1995). Tais resultados podem
estar relacionados as concentra¢des variadas de fitoestrogenos presentes na
proteina de soja utilizada.

Em vista do que foi exposto, os resultados relativos aos efeitos benéficos
das isoflavonas sobre os sintomas da menopausa sao insuficientes para que se
tenha conclusdes definitivas sobre o uso de isoflavonas para o tratamento de tais

sintomas.

Sistema imunolégico

O estrogeno apresenta um efeito importante sobre o sistema imunologico.
Por exemplo, a maioria das doencgas auto-imunes é mais comum em mulheres e
se inicia geralmente em condigdes de mudancas nas concentracdes de
estrébgenos enddgenos, como € o caso da puberdade, menopausa e gravidez
(ENMARK e GUSTAFSSON, 1999). WANG et al. (1997) mostraram in vitro que a
daidzeina aumentou a ativagéao de linfécitos murinos. Em outro estudo, ZHANG et
al. (1999) demonstraram que as isoflavonas (conjugadas com acido glucurdnico)
ndao competiam apenas com o estrogeno enddgeno inibindo a proliferagédo de
células cancerigenas dose-dependentes, mas também eram capazes de ativar
células natural killer (NK), podendo aumentar as defesas imunoldgicas contra o
cancer em concentragcdes nutricionalmente relevantes.

WATANABE et al. (2000) sugeriram que o aumento de células NK seja
devido a influéncia das isoflavonas sobre o sistema imune. A atividade das células
NK aumentou de 13% para 26% em seus estudos preliminares.



Doencgas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de morte
entre homens e mulheres. Nas mulheres, o risco de tais doengas aumenta
substancialmente depois da menopausa, provavelmente devido a deficiéncia
estrogénica.

Sabe-se que a dieta apresenta um papel importante em relacdo as
doencas cardiovasculares. Recentes estudos tém demonstrado que o consumo
de alimentos a base de soja pode contribuir para a reducao de tais doencgas.

O componente protéico parece desempenhar um papel crucial no efeito
protetor da soja contra as doencas cardiovasculares. Nenhum efeito foi observado
quando as isoflavonas foram extraidas da proteina de soja e adicionadas a uma
proteina animal (caseina) (GREAVES et al., 1999). No entanto, quando a proteina
de soja e isoflavonas estavam presentes, houve uma melhora no perfil
lipoprotéico, sendo essa redugdo proporcional a concentracdo de isoflavonas
(CROUSE et al., 1998).

Os resultados de estudos realizados com primatas tratados com proteina
de soja rica em isoflavonas mostraram um aumento da concentragdo de HDL-
colesterol e a manutencdo da concentracdo de triglicerideos em niveis
semelhantes a do grupo controle, no entanto, quando foram tratados com proteina
de soja livre de isoflavonas esse efeito ndo foi observado. Vale ressaltar que tais
efeitos ndo foram restaurados quando as isoflavonas extraidas pelo alcool
retornaram a matriz protéica da soja (CLARKSON et al.,, 2001). Resultados
semelhantes foram observados em estudos realizados em humanos por NESTEL
et al. (1999) e DEWELL et al. (2002).

Uma meta andlise de 38 estudos clinicos, realizada por ANDERSON et al.
(1995), demonstrou que uma média diaria de consumo de 47 g de proteina de
soja pode diminuir a concentracao plasmatica de triglicerideos em 11% e de LDL-
colesterol em 13%, e aumentar o HDL-colesterol em 2%.

SANDERS et al. (2002), utilizando individuos normocolesterolémicos,
investigaram os efeitos de uma dieta a base de proteina de soja contendo alta
concentracao de isoflavonas (56 mg/dia) e outra com baixa concentragdao (2



mg/dia) durante 17 dias. Demonstrou-se que a primeira dieta permitiu 0 aumento
do HDL-colesterol e apolipoproteina A-I, mas nao influenciou nas concentracdes
do LDL-colesterol, TGF-B1, nas atividades do fator VII de coagulagéo e do PAI-1
(plasminogen activator inhibitor type 1).

A partir de outubro de 1999, em virtude de andlises de diversas pesquisas,
preparagdes contendo 25 g de proteina de soja passaram a ser recomendadas
pelo FDA (US Food and Drug Administration) por contribuir para a redugédo do
colesterol.

Osteoporose

Osteoporose € um disturbio ésseo caracterizado pela diminuicdo da massa
O0ssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, sem alteracbes
significativas da proporgdo entre matriz mineral e ndo mineral, levando a um
aumento da fragilidade 6ssea e um conseqlente aumento do risco de fratura
(WHO, 1994).

O osso é um tecido dindmico que esta continuamente sob o processo de
reabsor¢cdo e formacédo, atividade mediada pelos osteoclastos e osteoblastos,
respectivamente e conhecida como remodelagem déssea (GURR, 1999). A
osteoporose ocorre quando os osteoclastos criam uma cavidade excessivamente
profunda que nao consegue ser preenchida suficientemente ou quando os
osteoblastos ndo conseguem preencher uma cavidade de reabsor¢cdo normal.
Ambas podem ocorrer simultaneamente na menopausa (PAPLER, 1997).

Aproximadamente um milhdo de americanos sofrem problemas com
fraturas que acarretam um custo de mais 14 bilhdes de ddélares a cada ano
(KENNY e PRESTWOOD, 1998). As mulheres de mais de 40 anos perfazem o
grupo mais vulneravel para as conseqliéncias debilitantes da osteoporose, e
apresentam probabilidade cerca de quatro vezes maior que os homens de
desenvolvé-la (GUNBY e MORLEY, 1994). Nos EUA, metade das mulheres acima
de 45 anos e 90% das mulheres acima de 75 anos sao afetadas pela doenca,
conduzindo para 1,3 milhdes de fraturas/ano (NIAMS, 1998), demonstrando que a
prevengado se constitui em estratégia primordial para a saude publica. No Brasil,
pode-se estimar que cerca de um milhdo de mulheres poderéo ficar invalidas e

pelo menos 200 mil irdo morrer nos prdéximos anos se a doenga nao for



combatida. Estas estimativas colocam a osteoporose como uma das principais
causas de morte da populacdo feminina no pais, ao lado do cancer (MARQUES
NETO, 2004)

A osteoporose é classificada em tipo | e Il (WHO, 1994). A do tipo |
desenvolve-se quando os niveis de circulagdo de estrodgeno diminuem apéds a
menopausa resultando em aumento da reabsor¢do éssea sem um concomitante
aumento na formagéo, causando uma aceleragéo na perda éssea (RIGGS et al.,
1981). O metabolismo 6sseo é regulado por fatores hormonais e locais. Os
estrébgenos constituem-se em um dos principais mecanismos de controle
hormonal do turnover 6sseo. O mecanismo de agado dos estrégenos no processo
de remodelacdo éssea deve-se principalmente ao efeito inibitério na atividade
osteoclastica, resultado da sua acdo direta e indireta sobre as células
osteoclasticas (SPELSBERG et al., 1999). A osteoporose do tipo | tem sua maior
incidéncia em mulheres idosas entre 15 e 20 anos da menopausa, e envolve
primeiramente o osso trabecular. Caracteriza-se por fraturas na porcao distal do
radio e nas vértebras lombares.

A osteoporose do tipo Il, ou senil, esta relacionada ao envelhecimento e
aparece por deficiéncia cronica de calcio, aumento da atividade do paratorménio e
um declinio gradual na densidade mineral 6ssea (EDWARDS e PERRY, 1994).
Afeta ambos os sexos, e pode envolver tanto o osso trabecular quanto cortical.
Embora a osteoporose do tipo Il afete ambos os sexos, as mulheres sofrem nao
apenas os efeitos degenerativos do envelhecimento, comuns a ambos 0s sexos,
mas também a deterioracdo do esqueleto que caracteriza o periodo de pds-
menopausa. As fraturas de bacia afetam aproximadamente 20% das mulheres na
pds-menopausa até a idade de 80 anos e quase 50% delas além dessa idade
(ANDERSON, 1990).

Multiplas s&o as causas da osteoporose, dentre elas: hormonais,
mecanicas, geneéticas e nutricionais. Nas mulheres, como ja foi visto, a
osteoporose esta particularmente associada com a menopausa, uma vez que a
diminuicao de estrégenos acelera a perda 6ssea. Por varios anos, as mulheres
perdem massa 0ssea duas a quatro vezes mais rapido do que elas perdiam antes
da menopausa. Na idade de 65 anos, algumas delas podem perder metade de
sua massa 6ssea (BONING, 2002). Todavia, o aspecto nutricional é de extrema

importancia no desenvolvimento e manutengdo da massa 6ssea e na prevengao e



tratamento da osteoporose. Um dos componentes dietéticos de grande
importancia para o tecido 6sseo é o calcio.

Alguns estudos tém mostrado que a suplementacdo da dieta com calcio
reduz a perda éssea em mulheres na pés-menopausa com baixo consumo de
célcio (DAWSON-HUGHES et al., 1990) e o risco de fraturas em mulheres idosas
quando associado com vitamina D (CHAPUY et al., 1992; DAWSON-HUGHES et
al., 1997). Comparado a TRH, o calcio ndo é tdo efetivo em diminuir a ativagéo do
ciclo de remodelagem &éssea ou prevenir a perda éssea (RIIS et al., 1987).

O corpo do homem adulto contém aproximadamente 1000 a 1500 g de
célcio (dependendo do género, raga e tamanho do corpo) dos quais 99% sao
encontrados nos 0ssos na forma de hidroxiapatita. Por essa razado, o calcio é
provavelmente o nutriente mais estudado na area de saude 0ssea e considerado
importante na prevengao e tratamento da osteoporose (ILICH e KERSTETTER,
2000; DELMAS, 2002). Os ossos atuam como tecidos fisiologicos vitais
fornecendo uma fonte de calcio prontamente disponivel para a manutengdo dos
niveis normais da concentragdo plasmatica de calcio (BERDANIER, 2002).
Embora 99% do calcio corpéreo seja encontrado no esqueleto, o 1%
remanescente é critico para uma variedade de processos vitais como a
coagulacao sanglinea, transmissdo nervosa, contracdo muscular, entre outros
(GURR, 1999).

Mais de 1/3 do calcio proveniente dos alimentos é absorvido, via transporte
passivo e ativo, o restante sendo excretado nas fezes (GURR, 1999).

A absorcédo intestinal ativa de calcio (aproximadamente 30% do total de
Ca** ingerido) é primariamente regulada pelo calcitriol (horménio esterdide
formado a partir da vitamina D) (NORMAN, 1990). Todavia, o hormdnio
paratiredide (PTH), hormdnios de crescimento, estrégeno e progesterona podem
aumentar a absorcao de célcio por mecanismos diferentes (CHARLES, 1992). A
absorcao de calcio diminui com a idade (HEANEY et al, 1989). Essa diminuicao
pode ser causada pela deficiéncia de vitamina D na dieta, reducdo na producao
de vitamina D enddgena que € parcialmente devido a menor exposicao da
populacdo idosa ao sol (HEANEY et al, 1989;) ou devido ao menor numero de
receptores de vitamina D (GURR, 1999). Além disso, o0 prejuizo na fungéo renal
com a idade e a falta de estrogenos nas p6s-menopausa contribuem para diminuir
a producéo de calcitriol renal (CHARLES, 1992)



A nao producdo de estrégenos durante a menopausa contribui para
acelerar a perda 6ssea. Mulheres entre 50 a 60 anos que nao recebem nenhum
tratamento podem perder de 20 a 30% de 0sso esponjoso (trabecular) e 5 a 10%
de osso compacto (cortical) (RIGGS et al., 1998).

O pico de massa 0ssea pode ser definido como a quantidade maxima de
massa éssea que um individuo acumula desde o nascimento até a maturidade do
esqueleto (OTT, 1990), ou seja, o maximo de massa Ossea atingido antes da
perda inexoravel associada ao envelhecimento.

Nos primeiros 20-25 anos de vida, a densidade mineral éssea (DMO)
aumenta com a idade, até que o pico de massa éssea seja alcangado. Ele entao
permanece relativamente constante até que, nas mulheres, a menopausa é
alcangcada (PATEL, 1996). Depois da menopausa, ha uma fase de rapida perda
0ssea dependente de estrégenos por 5 a 10 anos, e entdo uma fase um pouco
mais lenta de perda 6ssea induzida pela idade (PATEL, 1996). A DMO é
altamente relacionada com a resisténcia éssea e prediz o risco de futuras fraturas.
Um consumo adequado de célcio e vitamina D, a partir dos alimentos e/ou
suplementos, é claramente necessério para assegurar o pico maximo de DMO no
final da adolescéncia, bem como de diminuir a taxa de perda éssea numa idade
mais avancada (RODRIGUEZ-MARTINEZ e GARCIA-COHEN, 2002.). Dois
estudos epidemiolégicos, um realizado na Croacia e o outro na China, (cross-
sectional) (MATKOVIC et al.,, 1979; HU et al, 1993) fundamentam essa
informacg&o. Eles examinaram, desde a juventude até a velhice, a massa 0ssea de
populagdes habituadas a uma diferenga no consumo de célcio e verificaram que o
célcio foi um importante agente de formagédo 6ssea afetando o pico de massa
O0ssea e as subseqglentes taxas de fratura. Dessa forma, acredita-se que
individuos com um maior pico de massa 6ssea (PMO) alcancado na juventude
podem apresentar um menor risco de desenvolver osteoporose na vida adulta.

Por outro lado, é sabido, a partir de estudos de balanco de calcio, que esse
mineral tem um efeito limiar, no qual acima de certo nivel de consumo nenhum
aumento de massa 6ssea é alcancado (HEANEY, 1993). Portanto, a avaliagcao do
consumo basal de calcio dos individuos torna-se de extrema importancia dado
que um consumo acima do limiar podera ndo provocar um efeito adicional sobre o
tecido 6sseo (CHAN et al., 1995; ILICH e KERSTETTER, 2000)



E importante ressaltar que além do consumo de calcio, varios outros
fatores afetam o acumulo de massa éssea e a retencao de célcio durante a
infancia e adolescéncia e o posterior risco de desenvolver osteoporose, dentre
eles destacam-se: a atividade fisica, fatores ambientais, status hormonal, outros
componentes da dieta (HEANEY 2000, 2001 a, b), idade, etnia, genética,
presenca de alteragbes gastrintestinais, doengas no figado e rins (GURR, 1999;
GUEGUEN e POINTILLART, 2000; HEANEY, 2001 a; BERDANIER, 2002)

A diminuicdo da DMO observada na osteoporose € o fator de risco mais
importante para a fratura 6ssea. O risco de fratura aumenta em duas vezes para
cada diminuicdo no desvio-padrdo na DMO (MARSHALL, 1996). Entre outros
fatores a deficiéncia em célcio e vitamina D pode levar a diminuicdo da DMO e a
predisposicdo a osteoporose. Como foi dito, um consumo adequado de calcio
determina o desenvolvimento de uma massa Ossea maxima no final da
adolescéncia e melhora a perda progressiva de massa 6ssea com a idade.

A necessidade diaria pode ser obtida pela ingestdo de alimentos
enriquecidos com calcio, suplementos farmacoldgicos ou ambos. Todavia, para se
alcancgar adequada absorgéo de calcio, a intervencao da vitamina D (colecalciferol
ou vitamina Dj;) é necessaria. Essa vitamina é um precursor essencial do
metabdlito ativo 1, 25 dihidroxivitamina D (1, 25 dihidrixicholecalciferol, calcitriol),
hormonio esterdide necessario ndo apenas para o crescimento, desenvolvimento
e manutencao do tecido 6sseo, mas também para a prevencao da osteoporose e
fraturas em idosos (GURR, 1999; GUEGUEN e POINTILLART, 2000;
BERDANIER, 2002). As necessidades de vitamina D também dependem da
idade.

O NIH Consensus Conference (1994) sobre o consumo adequado de célcio
encontrou que esse mineral em doses de 1500 mg/dia ajuda na prevencao e
tratamento da osteoporose e concluiu que 2000 mg de calcio elementar/dia foi
seguro para a maioria das pessoas. Concluiu-se que enquanto a fonte
preferencial de calcio é via alimentos ricos em calcio como o leite e outros
derivados, alimentos fortificados com calcio e suplementos sao outros meios
pelos quais 0 consumo 6timo do calcio pode ser alcancado (FISHBEIN, 2004).

Leite e derivados sado a principal e maior fonte de calcio disponivel.
Todavia, para muitos que ndo consomem esses produtos, ha uma grande

variedade de outras fontes, incluindo: vegetais de folhas verde-escuras (por



exemplo, a mostarda), algumas leguminosas (soja), nozes, peixe (salméao,
sardinha) bem como alimentos enriquecidos ou fortificados e/ou suplementos que
podem fornecer a quantidade necessaria de calcio (WEAVER et al.,, 1999;
BERDANIER, 2002; FAIRWEATHER-TAIT e TEUCHER, 2002) (Tabela 3).

Tabela 3. Conteudo aproximado de calcio em alguns tipos de alimentos

Alimento Porcéo Calcio (mg)
Leite integral 1 xicara 290-300
Leite desnatado 1 xicara 300-310
logurte com pouca gordura 2279 300-415
Suco de laranja fortificado com calcio 1 xicara 300
Tofu 1/2 xicara 200-434
P&ao enriquecido com calcio 85¢ 290
Sardinha, enlatada, com ossos 6 250
Batata doce (puré) 1/2 xicara 44
Soja (cozida) 1 xicara 175

Adaptado de FISHBEIN (2004)

Embora a soja seja rica em oxalato e fitato, produtos a base de soja tém
relativamente alta quantidade de célcio disponivel (biodisponibilidade equivalente
a do leite). O tofu € uma boa fonte de célcio, principalmente dependendo do
agente coagulante (sulfato de calcio) usado para precipitar a proteina durante o
processamento (FISHBEIN, 2004).

Nos Estados Unidos, aproximadamente 15 a 40% das pessoas
(dependendo da idade, raca ou género) tomam suplementos de minerais ou
vitaminas (ERVIN et al., 1999). Devido ao crescimento da atencdo que a
osteoporose tem recebido nos recentes anos, o consumo de suplementos de
calcio tem aumentado. Além disso, muitos alimentos estdo sendo fortificados com
célcio (entre eles, suco de laranja, cereais matinais e margarina). Quer seja o
célcio ou qualquer outro mineral e/ou vitaminas, os suplementos devem ser
tomados com cautela. Enquanto os suplementos de célcio sao justificados para a
maioria das mulheres, hd uma possibilidade de que eles causem alguns efeitos
adversos e desequilibrio se forem tomados em excesso.

Em geral, a absorgcédo n&o varia significativamente entre os suplementos, e
€ aproximadamente equivalente a absorcdo a partir de um copo de leite
(MURRAY, 1996). Os suplementos sdo bem dissolvidos em meio acido do
estdmago e absorvidos no intestino. Além disso, uma variagao interindividual na

fracdo de célcio absorvida foi encontrada em mulheres na p6s-menopausa



ingerindo 800 mg de Ca?/dia (HEANEY et al., 1989), suportando que a absor¢ao
de calcio é mais dependente de fatores homeostaticos individuais do que
pequenas diferencas na absor¢cdo de calcio a partir de diferentes formas
farmacéuticas (RODRIGUEZ-MARTINEZ e GARCIA-COHEN, 2002).

Cada 300 mg de caélcio fornecido por bebidas fortificadas e suplementos
provera aproximadamente a mesma quantidade de calcio absorvida de um copo
de leite (240 mL) (WEAVER et al., 1999).

Os suplementos de célcio estdo geralmente na forma de sais ou
combinagbes de sais, por exemplo, carbonato, citrato, lactato e fosfato, e em
menor propor¢ao o gluconato, glubionato, gluceptato e muitas formas orais. Tais
suplementos irdo variar no contetdo de calcio, com maior porcentagem para
CaCOs. Outros sais como o citrato, lactato e gluconato fornecem 21, 14 e 9,3% de
célcio, respectivamente (BERDANIER, 2002). Um aumento na eficiéncia de
absorcao de calcio tem sido observado pela co-ingestdo de CaCO3; com alimentos
em mulheres normais jovens e em idosos (HEANEY et al., 1989)

Em geral o efeito do calcio na dieta sobre a perda 6ssea na pos-
menopausa tardia € mais pronunciado do que na pés-menopausa precoce.
Existem ao menos 6 estudos que corroboram para essa informacao. Tais estudos
documentaram um aumento ou manutencdo da DMO quando o caélcio foi
administrado tanto como suplemento quanto como alimento (DAWSON-HUGHES
et al., 1990; REID et al., 1993; CHEVALLEY et al., 1994; PRINCE et al., 1995;
DEVINE et al., 1997). Uma grande melhora foi observada quando o consumo
basal de calcio era menor (DAWSON-HUGHES et al., 1990). De acordo com
PRESTWOQOD et al., 1999, a combinagao de estrogeno e calcio na dieta foi mais
efetiva que o tratamento apenas com calcio em mulheres com 70 anos de idade,
particularmente se o consumo de calcio fosse baixo. Contrariamente, é claro que
a perda 6ssea em mulheres na menopausa sem tratamento é exacerbada pela
deficiéncia de calcio na dieta (HEANEY, 1990).

E importante notar que o efeito do célcio sobre os ossos é mais fraco do
que o estrogeno, bisfosfonatos ou calcitonina e o calcio isolado ndo deve ser
considerado uma terapia Unica para a osteoporose. Todavia, um consumo
adequado de célcio é a base para que qualquer terapia ou tratamento comece
(RIGGS et al., 1998). De acordo com alguns autores, um alto consumo de calcio

aumenta o efeito protetor nos ossos gerado pela TRH em mulheres na pos-



menopausa, permitindo o dobro ou triplo do efeito do estrégeno (NIEVES et al.,
1998; RECKER et al., 1999).

Meta-andlises tém mostrado que o efeito positivo da suplementagédo com
célcio sobre a DMO é usualmente observado dentre os dois primeiros anos da
suplementacao, com pequeno beneficio depois disso (MACKERRAS e LUMLEY,
1997; SHEA et al., 2002). O efeito positivo associado ao célcio foi maior no
primeiro ano de suplementacdo (ELDERS et al., 1991; MACKERRAS e LUMLEY,
1997). O remodelamento 6sseo é lento. Ele necessita de 6 a 18 meses para
alcancar um equilibrio em resposta a um consumo alterado de calcio. Todavia, é
provavel que o beneficio da suplementagdo com calcio observado no primeiro ano
tenha sido resultado de um remodelamento transitério. O consumo por periodos
longos, pelo menos de 2 a 3 anos, é necessario para se caracterizar
adequadamente a resposta da perda 6ssea para alteragdes no consumo habitual
de calcio, mas poucos estudos tém sido realizados (REID et al., 1995; RIGGS et
al., 1998).

Além disso, em uma revisdo de literatura concluiu-se que nao é claro o
beneficio do alto consumo de leite ou derivados sobre a massa 6ssea ou risco de
fratura em mulheres com mais de 50 anos, mas que o efeito benéfico é percebido
em mulheres com menos de 30 anos (WEINSIER, KRUMDIECK, 2000).

Por outro lado, FESKANICH et al. (2003) e DAWSON-HUGHES et al.
(1995) verificaram que um consumo adequado de vitamina D esta associado com
um menor risco de fraturas osteoporéticas no quadril em mulheres na pdés-
menopausa. Nem o leite, nem a dieta rica em calcio parecem reduzir esse risco.

Um aumento apenas na DMO pode ndo ser util se ndo houver uma
reducdo concomitante no risco de fraturas. Em alguns estudos € mostrada uma
reducdo ao redor de 30% no risco de fraturas em mulheres na pds-menopausa
que tomavam 1000 mg/dia de calcio (suplemento) (REID et al., 1995;
CHEVALLEY et al., 1994; CHAPUY et al., 1992).

Como foi visto, varios estudos com relacdo a suplementacdao com calcio
mostraram que ela pode reduzir a perda 6ssea € o risco de fraturas. No entanto,
vale ressaltar que a maioria dos suplementos de célcio esta associado a vitamina
D. Esse tratamento concomitante dificulta atribuir quais os reais beneficios do
célcio, além disso, 0 aumento da densidade éssea com a suplementagdo com

célcio pode nado continuar depois de dois anos de tratamento (ELDERS et al.,



1991; DAWSON-HUGHES et al., 1997). Em contraste com dados clinicos, a
maioria dos estudos de observacdo ndao encontrou associacao significativa entre o
consumo de calcio e o risco de fratura (CUMMINGS et al., 1995; FESKANICH et
al., 1997; CUMMINGS et al., 1997) ou perda 6ssea (MEYER et al., 1997).

Os estudos do efeito da suplementacdo com calcio no conteudo mineral
0sseo parecem ser promissores. Muitos estudos tém mostrado que o célcio causa
um modesto aumento no conteddo mineral ésseo que parece ser importante
(HEANEY, 2000). Entretanto, ndo é claro se tais mudangas tém um efeito
significante na taxa de fratura. Como foi verificado, muito deles foram
comprometidos porque a vitamina D foi administrada simultaneamente com o
célcio; a administracdo de suplemento apenas com vitamina D tem contribuido
para inibir a perda 6ssea (DAWSON-HUGHES et al., 1995).

Além do consumo de calcio, terapias tradicionais para a osteoporose tém
enfatizado agentes que inibem a reabsorcdo dssea tais como: estrogenos,
calcitonina e bisfosfonatos. No entanto, entre os agentes anti-reabsorcéao
disponiveis hoje, a TRH é talvez o tratamento mais efetivo, no entanto vem
acompanhada por varios efeitos adversos, tais como o aumento de risco de
cancer de mama e de endométrio (ZUMOFF, 1998).

Um grupo de compostos conhecidos como moduladores seletivos de
receptores estrogénicos (SERMs) (BRYANT e DERE, 1998) vem sendo usados
para o tratamento da osteoporose. Eles ligam-se e interagem com os receptores
estrogénicos. O raloxifeno € um exemplo desse tipo de composto, ele inibe
competitivamente a agao estrogénica na mama e endométrio, e atua como um
agonista estrogénico nos ossos e metabolismo lipidico (DELMAS, 2002).
Ultimamente, as isoflavonas tém sido caracterizadas como SERMs naturais com
beneficios similares para os ossos (BREZINSKI e DEBI, 1999).

Devido a sua fraca, mas significante atividade estrogénica, os
fitoestrogenos, em especial as isoflavonas, tém sido propostos como uma
alternativa segura em atenuar os sintomas da menopausa, como por exemplo, a
perda Ossea.

Em estudos usando roedores ovariectomizados tém-se mostrado que as
isoflavonas, isoladas ou associadas a proteina de soja, reduzem a perda de
massa Ossea que ocorre apds a ovariectomia (ARJMANDI et al., 1998a;

PICHERIT et al., 2001a). Similarmente, ensaios em humanos tém registrado que



as isoflavonas, isoladas ou associadas a proteina, atenuam a perda 6ssea que
ocorre no periodo peri e pés-menopausico (ALEKEL et al., 2000; MORABITO et
al., 2002). Em geral, tanto evidéncias epidemiolégicas como clinicas apontam
para uma relacdo positiva entre consumo de isoflavonas e a densidade mineral
0ssea (DMO).

BLUM et al (2003) mostraram que uma dieta rica em proteina de soja
apresentou um efeito benéfico na preservagédo da DMO associada com a perda
0ssea induzida pela deficiéncia estrogénica em ratas adultas ovariectomizadas. O
grupo ovariectomizado + proteina de soja apresentou uma maior DMO e maior
indice de formagao endocortical se comparado com o grupo ovariectomizado +
caseina. Com relacado ao osso trabecular, as taxas de formacao também foram
maiores no grupo ovariectomizado + proteina de soja. Todavia, tal estudo néo
demonstrou quais 0s componentes da soja foram responsaveis por esse efeito
protetor sobre o tecido 6sseo.

ARJMANDI et al. (1996) também estudaram a proteina de soja na prevencao
da perda 6ssea induzida pela deficiéncia de horménio ovariano em ratas. Os
resultados sugeriram que uma dieta baseada em isolado de proteina de soja (22,7
g/100g de dieta) € efetiva na prevengéao da perda éssea devido a deficiéncia de
horménio ovariano, promovendo uma maior densidade mineral 6ssea de fémures
e vértebras se comparada com o grupo ovariectomizado sem tratamento. Em
outro estudo, ARJMANDI et al (1998a), com o objetivo de determinar se as
isoflavonas presentes na proteina de soja sdo as responsaveis pelo efeito protetor
nos 0ssos, verificaram que as ratas ovariectomizadas (OVX) alimentadas com um
conteudo normal de isoflavonas apresentaram uma densidade mineral déssea de
fémures maior se comparada com a dos grupos OVX que ingeriram proteina de
soja com um conteudo reduzido de isoflavonas (90% das isoflavonas foram
extraidas com etanol) e caseina em substituicdo a proteina de soja. Em virtude
desses resultados, os autores puderam concluir que o efeito protetor alcancado
nos o0ssos foi em decorréncia da presenga de isoflavonas na proteina de soja.

ONO e YAMAGUCHI (1999) investigaram o efeito do conteudo de
isoflavonas, presente no extrato de soja (nijiru), nos componentes ésseos de ratas
ovariectomizadas. Demonstrou-se que as isoflavonas estimularam a formacéao
0ssea e mineralizacao no tecido femoral desses animais desempenhando, desta

forma, um importante papel na prevencao da osteoporose.



PICHERIT et al. (2000) realizaram estudos com o objetivo de verificar o
efeito da ingestdo de genisteina e daidzeina comparada com o 17 o-
etinilestradiol, na prevengdo da perda déssea em ratas ovariectomizadas e
notaram que o consumo de 17 o-etinilestradiol e daidzeina foi mais eficiente que a
genisteina. Além disso, nem a genisteina nem a daidzeina exibiram atividade
estrogénica no Utero. Em outro estudo realizado por PICHERIT et al. (2001a), foi
mostrado que um consumo diario de isoflavonas promoveu um efeito poupador
com relacédo a perda 6ssea, tanto pela depressao da reabsorcao 6ssea como pelo
estimulo da atividade osteoblastica. A dose considerada 6tima que preveniu a
perda de o0sso trabecular e cortical e que nao exibiu qualquer atividade
uterotréfica foi de 40 pg/g de peso corpéreo por dia, sendo aproximadamente 18
ug/g de peso corpéreo por dia de daidzeina e 18 ug/g de peso corpoéreo por dia
de genisteina.

MA et al. (2000) investigaram o efeito de uma dieta baseada em soja
fermentada (natto) e suplementada com zinco e isoflavonas na perda O6ssea
induzida pela ovariectomia em ratas, e demonstraram que essa dieta apresentou
um efeito preventivo em relacdo a perda &ssea, podendo, desta forma,
desempenhar um papel importante na prevengao da osteoporose.

FONSECA e WARD (2004), verificaram que a ingestao de daidzeina (200
mg/kg dieta) preservou a DMO do fémur de ratas ovariectomizadas e a
combinagdo de daidzeina e calcio (25 g/kg dieta) protegeu contra a perda de
DMO de fémur e vértebras e da resisténcia biomecéanica de varios sitios
esqueléticos.

No entanto, de acordo com DEYHIM et al. (2003) a suplementacéo da dieta
de ratos com baixas doses de isoflavonas (0,575 e 1,15 mg/g de proteina da
dieta) ndo foi capaz de exercer efeito protetor nos 0ssos.

Varios estudos em humanos apontam para a capacidade das isoflavonas
em prevenir a osteoporose. Recentemente, POTTER et al. (1998) suplementaram
66 mulheres p6s-menopausa com preparacoes a base de soja enriquecidas com
56 mg e 90 mg de genisteina. Observou-se um aumento significativo na
densidade mineral éssea no grupo suplementado com 90 mg, mas nao no grupo
de 56mg, sugerindo a necessidade de um consumo minimo diario de isoflavonas

para se alcancar um efeito positivo sobre 0s 0ssos.



Nessa linha, ALEKEL et al. (2000) estudaram o efeito do consumo de
proteina de soja com isoflavonas (80,4 mg agliconas/dia) por 24 semanas em
mulheres na transicdo da menopausa (perimenopausa) e concluiram que as
isoflavonas atenuam a perda éssea em vértebras lombares.

Com relacdo ao mecanismo de agédo das isoflavonas, algumas evidéncias
sugerem que a soja e suas isoflavonas, enquanto suprimem a reabsor¢ao 6ssea,
concomitantemente aumentam a atividade osteoblastica.

Os resultados de estudos realizados em ratas ovariectomizadas mostraram
que as isoflavonas diminuiram a excrecao urinaria de deoxipiridinolina (Dpd), um
marcador especifico para reabsorcdo éssea (PICHERIT et al., 2001a; PICHERIT
et al., 2001b).

Similarmente, HORIUCHI et al. (2000) mostraram que o consumo de
proteina de soja em mulheres japonesas na pds-menopausa foi associado a
diminuicdo da excrecdao de Dpd. ARJMANDI et al. (2000) registraram que
mulheres na pés-menopausa que consumiam diariamente 40 g de proteina de
soja, mas nao de ‘“leite” de soja, durante trés meses, tiveram também uma
diminuig&o de Dpd.

Estudos in vitro revelam que a genisteina inibe a reabsorcao 6ssea realizada
pelos osteoclastos por meio da inibicao da formagcao (YAMAGUCHI e GAO, 1997)
e diferenciacdo de células osteoclastos like provenientes de células da medula
0ssea, e induz apoptose de osteoclastos maduros pelo mecanismo de canais de
Ca** (GAO, YAMAGUCHI, 1999). O efeito supressor da genisteina sobre os
osteoclastos é devido parcialmente a inibigdo da proteina tirosina quinase e
ativacéo da proteina tirosina fosfatase (GAO, YAMAGUCHI, 2000).

Em relacdo a formacdo éssea, varios estudos in vitro tém evidenciado o
efeito estimulatério da genisteina sobre a formacao e mineralizacdo num sistema
de cultura de células (YAMAGUCHI e GAO, 1997; YAMAGUCHI e GAO, 1998).
Esses estudos mostram que os efeitos sdao parcialmente mediados pela ligacao
da genisteina aos receptores estrogénicos e pela sintese de componentes
protéicos nos osteoblastos.

Além disso, a soja e suas isoflavonas promovem a producao de um fator de
crescimento (IGF-1) (ARJMANDI et al., 1998b), que aumenta a atividade
osteoblastica em humanos e correlaciona-se positivamente com a massa éssea
em mulheres na pré (ROMAGNOLI et al., 1993) e p6s-menopausa (BOONEN et



al., 1996). SUGIMOTO et al. (1997) mostraram que individuos com baixas
concentracdes de IGF-I apresentavam um aumento no risco de sofrerem fraturas
vertebrais e femorais. No entanto, essas observacdes indiretas devem ser
confirmadas usando modelos in vivo e in vitro incluindo estudos de longo prazo.
Usando o modelo de osteopenia, mostrou-se que a proteina de soja
aumentou a expressédo do gene para IGF-I (insulin-like growth factor ) indicado
pela elevacdo do RNAm femoral. Nesse estudo, a incorporagdo da proteina de
soja ao conteudo normal de isoflavonas (2,3 mg/g de proteina) teve um maior
efeito sobre o RNAm femoral de IGF-lI. Esses resultados indicam que as
isoflavonas devem influenciar no aumento da sintese de IGF-I. Similarmente, foi
observado que a suplementagdo com proteina de soja aumentou a concentracao
sérica de IGF-I, confirmando os resultados em animais (ARJMANDI et al., 2000).
Como foi visto, varios estudos realizados demonstram uma associagao
positiva entre proteina de soja / isoflavonas e a melhora da qualidade 6ssea. No
entanto, outros estudos, principalmente de longo prazo, devem ser realizados a
fim de solucionar varias questdes como a relacéo entre isoflavonas e proteina de
soja na prevencao da perda 0ssea; se ha necessidade de um consumo diario
para que os efeitos sejam observados; se o efeito da proteina de soja ou
isoflavonas sobre o tecido 6sseo é transitério; se a combinacéo de isoflavonas a
baixas doses de estrogenos € valida na prevengdo da perda de DMO. Essas e
outras questdes devem ser respondidas a fim de que a eficacia da proteina de
soja e suas isoflavonas atuem como alternativa e/ou adjuvante para o tratamento

da osteoporose.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

O material foi constituido por amostras de “iogurte” de soja fermentado com
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus jugurti 416 e suplementado com
isoflavonas e calcio.

4.1.1. Obtencao das amostras

O “iogurte” de soja foi produzido a partir do “leite” de soja, fornecido pela
Unidade de Desenvolvimento e Producdo de Derivados de Soja — UNISOJA,
instalada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP,
segundo a metodologia descrita por ROSSI et al. (2003). A partir desse produto a
suplementacdo com isoflavonas foi feita utilizando-se Isoflavin®, procedente da
Galena, até a obtencdo de uma concentracdo de aproximadamente 0,7 mg de
isoflavonas/mL de “iogurte” de soja. O Isoflavin® , produto comercial contendo
40% de isoflavonas, foi adequadamente solubilizado em sorbitol e incorporado
sob agitacdo ao produto ja fermentado. O placebo constituiu-se]Jdo produto nao
fermentado, mas acidificado com &cido latico até pH 4,3. A suplementacdo com
célcio foi de 0,6 mg de célcio elementar/mL de “iogurte” de soja ou placebo,
utilizando-se para isto o citrato tribasico de calcio (Montedison Farmacéutica),
segundo metodologia descrita por UMBELINO et al. (2001a). O “iogurte” e o
placebo destinados ao experimento foram produzidos semanalmente no préprio

laboratério, e mantidos sob refrigeracdo a £ 5 °C.
4.2. Animais experimentais

Foram utilizadas 45 ratas da raga Wistar, com 12 semanas de idade,
nuliparas, peso inicial aproximado de 250 gramas, provenientes do Biotério
Central da UFSCar. Os animais foram mantidos sob fotoperiodo controlado (10
horas claro/14 horas escuro), em temperatura entre 20°C e 24°C, alimentados

com racao padrao, marca Purina e agua a vontade (Figura 3).



Figura 3. Distribuicdo das ratas nas gaiolas de contencao

4.3. Protocolo experimental

As ratas foram divididas em 5 grupos, contendo 9 animais em cada grupo
(n=9). O primeiro grupo foi constituido de animais pseudo-ovariectomizados
(POVX) cujos ovarios foram manuseados, porém nao removidos, € os outros 4
grupos foram ovariectomizados (OVX), segundo o modelo proposto por KALU
(1991) — Modelo da Rata Madura. A ovariectomia bilateral foi realizada segundo
metodologia descrita por ZARROW et al. (1964). Todas as cirurgias foram
realizadas na 13% semana de vida dos animais, sob o efeito anestésico do éter
(Figuras 4,5,6 ¢ 7).



Figura 4. Anestesia e incisdo lateral Figura 5. Exposicéo do ovario

Figura 6. Laqueadura com linha Figura 7. Ovariectomia

Dentre os grupos que sofreram a ovariectomia, o primeiro foi constituido de
ratas alimentadas apenas com ragcao padrao; o segundo, além da racao, recebeu
uma dose 4mL/kg de peso corpéreo por dia de “iogurte” de soja suplementado
com isoflavonas e célcio; o terceiro constitui-se de individuos alimentados com
racdo padrdo e 4mL/kg de peso corpéreo por dia de “iogurte” de soja
suplementado com calcio; o quarto grupo com animais alimentados com racao
padrao e 4mL/kg de peso corpdéreo por dia de placebo (produto ndo fermentado,
mas acidificado com acido latico até pH 4,3) suplementado com calcio (Tabela 4).



Tabela 4. Grupo de animais e os diferentes tratamentos durante o experimento

Grupo de animais Tratamentos
| - Pseudo-ovariectomizado (POVX) racdo padrao + agua
Il - Ovariectomizado (OVX) ragdo padrao + agua
Il - OVX + ISO + Ca racao padrao + agua + 4mlL/kg de peso/dia de
"iogurte" de soja suplementado com isoflavonas
e célcio
IV-0VX + Ca racao padrao + agua + 4mlL/kg de peso/dia de

"iogurte" de soja suplementado com calcio

V - OVX + placebo + Ca racdo padrao + agua + 4mlL/kg de peso/dia de
placebo suplementado com calcio

Antes da ovariectomia, as ratas foram submetidas a um periodo de
condicionamento (3 semanas). Na primeira semana o0s animais foram
condicionados para o sabor doce (solugdo de sacarose 8%). Na segunda semana
o condicionamento foi para sabor doce e acido (solugdo de sacarose 8%,
acidificada com acido latico até pH 4,3). Na terceira semana o condicionamento
foi realizado com placebo.

A administracdo dos produtos apos a ovariectomia foi realizada por gavagem
com o animal imobilizado. A imobilizagcao foi por meio de tragdo manual da pele

da regiao dorsal (Figura 8).

Figura 8. Administracdo do produto aos animais

Apo6s 3 meses de tratamento, os animais foram sacrificados em camara de

gas carbdnico, sendo, logo apds, retirado os ossos: fémur e tibia esquerdos e



direitos. Os ossos foram mantidos em solucdo salina a 0,9% na temperatura de -
20°C até o momento da analise.

O periodo de 3 meses foi definido com o objetivo de se obter alteragbes
detectaveis dos parametros estudados, quer devido a ovariectomia, quer devido a
administracdo do “iogurte” de soja. Durante esse periodo, os animais foram
submetidos, semanalmente, a uma avaliacdo do peso corporeo.

Com o material coletado foram analisados o0s seguintes parametros:
comprimento 6sseo; ensaio mecanico de flexdo de trés pontos; peso, volume e
densidade Ossea; conteudo 6sseo mineral (COM); conteudo désseo de calcio;

analise da superficie 6ssea trabecular por microscopia eletrénica de varredura.

4.4. METODOS

4.4.1. Comprimento 0sseo

Os comprimentos 6sseos da tibia e fémur esquerdos foram medidos com o

auxilio de um paquimetro.

4.4.2. Ensaio mecanico de flexao de trés pontos

Foi realizado o teste biomecanico (flexdo 6ssea) nas tibias direitas de acordo
com metodologia descrita por Christel et al. (1981). Doze horas antes dos
ensaios, os 0ssos foram descongelados a temperatura ambiente e mantidos em
solucdo salina até o momento imediatamente anterior ao teste. Os ensaios
mecanicos foram realizados em Maquina Universal Instron, modelo 4444, em
temperatura ambiente (ENGESAETER et al., 1978; PENG et al., 1994). As
extremidades das tibias foram apoiadas em dois pontos com distancia entre eles
de 21,70 mm.

A forca foi aplicada perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso, no
sentido latero-lateral, no meio da distancia entre os dois apoios por uma haste
cilindrica, numa velocidade de 5 mm/min.

Utilizou-se uma célula de carga, especifica da maquina, de 1kN.



4.4.3. Peso, volume e densidade 6ssea

As tibias esquerdas foram colocadas em agua destilada e hidratadas num
dessecador em baixo vacuo por 24 horas (HADJDAKIS et al., 1993; DONAHUE et
al., 1998). Apéds esse periodo, os ossos foram retirados do dessecador e imersos
em agua destilada a temperatura ambiente, suspensos por um fio de cobre,
obtendo-se o0 peso ésseo imerso (Pi).

Com os valores obtidos de peso 6sseo imerso e peso 6sseo foi possivel
calcular o volume 6sseo (V) e a densidade éssea (d) segundo o Principio de
Arquimedes (VAN et al., 1982; MOSEKILDE, 1991)

V = P-Pi/d agua (em cm?®) d=P/V (em g/cm®)
4.4.4. Conteudo mineral 6sseo (CMO)

Foi calculado segundo KENNEY et al.,, 1994; ORTOFT, G. e OXLUND,
1988, pela férmula:

CMO =100 x (Pm/P) (amostra integral)
CMO =100 x (Pm/Ps) (amostra seca)

Para tanto, as tibias esquerdas foram secas em estufa a 100°C por 24
horas, sendo obtido o0 peso da amostra desidratada (Ps). Todas as medidas foram
realizadas em balanga eletrénica de precisao (Boeco).

Apos a secagem, as amostras foram calcinadas em cadinhos de porcelana
em mufla numa temperatura de 600°C durante 24 horas, para a obtencdo da
porcdo da matriz éssea inorgancia ou mineral. A amostra 6ssea mineral obtida foi
pesada individualmente em balanca eletrdnica de precisdo, obtendo-se o peso

6sseo do material mineral (Pm).
4.4.5. Conteudo de calcio 6sseo

O fémur direito de cada um dos animais foi calcinado a 600°C por 24 horas e
cerca de 50 mg das cinzas resultantes, exatamente pesadas, foram retomadas



em 2 mL de acido cloridrico concentrado (Merck PA, 32%, d = 1,19) e
quantitativamente transferidas para baldo volumétrico de 100 mL, ajustando-se o
volume com agua deionizada. Para analise, uma aliquota de 2 mL da amostra
diluida na razao de 1:10 (10 mL da amostra em 100 mL de agua) foi misturada em
6 mL de cloreto de lantanio 0,2%, homogeneizada e diretamente aspirada em
espectrofotdbmetro de absorgcao atomica (Perkin ElImer 3110), com atomizagdo em
chama ar/acetileno, otimizado nas seguintes condi¢des de operagéo: lampada de
catodo oco de calcio, a 7 mA, comprimento de onda de 422,7 e fenda 0,7 nm.

A calibragdo foi construida a partir de padrao de calcio (Tritisol, Merck),
diluido para as concentracbes finais de 4, 8, 16 e 32 ug/mL, preparadas em
triplicata, de modo andlogo ao das amostras, e resultou na seguinte regressao
linear: y = 0,005812x + 0,005221 (r* = 0,9982)

4.4.6. Analise da superficie 0ssea trabecular por microscopia eletrénica de
varredura

Foi analisada, por microscopia eletrdnica de varredura, a porgado meédia distal
das amostras do fémur esquerdo.

Os espécimes foram dissecados de suas partes moles e desidratados em
solucdes crescentes de alcool, permanecendo 20 minutos em cada solugéo (702,
80¢, 909, 95° e 1009).

Foi realizada a criofratura da porcdao distal do fémur esquerdo, apds a
amostra ser mantida em nitrogénio liquido por 2 minutos. A fratura foi feita entre
os cbndilos femorais no plano sagital, com o auxilio de um martelo e um bisturi.
As amostras foram submersas imediatamente em alcool absoluto (CLARK, 1991).

Para a remocao do material organico, as amostras foram mantidas em agua
destilada a 37°C, trocada diariamente, durante 2 dias, e depois mantidas em
solugéo de hipoclorito de sodio (5%) a 37°C por 48 horas, sendo entdo lavadas
varias vezes em agua destilada para a remocao da solucdo de hipoclorito de
sodio (BAGI e MILLER, 1994; MILLER e WRONSKI, 1993). Apdés a remogéo do
material organico, as amostras foram desidratadas em solu¢des crescentes de
acetona mantidas por 20 minutos em cada solugéao (60°%, 70°%, 80°% 90°% 100°). A
seguir o material foi seco em estufa a 100°C por 3 dias. As amostras foram



coladas em suporte de aluminio, e revestidas com uma tinta a base de prata para
facilitar o fluxo dos elétrons e recobertas com uma fina camada de ouro (Sputter
Coater — SCDO050, Bal — Tec), tornando-as condutoras para serem observadas ao
microscoépio eletrdnico de varredura -MEV (Jeol JSM — T330A).

Foi utilizado o aumento de 35 vezes da imagem da amostra para a
caracterizacao da regiao dos céndilos femorais (epifise déssea), sendo possivel a
observacao da regido da metéfise central. Com o aumento de 50 vezes na regiao
da metafise central foi observada qualititativamente a conectividade entre as
trabéculas e as alteragbes da arquitetura trabecular. Ainda foram obtidas imagens
com aumento de 100 vezes, em regiao trabecular (ZHOU et al., 1994;
CANOTILHO, 1996; BERTONCELLO, 2001).

Apls a captagao das fotos 6sseas pelo MEV, as mesmas foram transferidas
para o programa de andlise digital Image-Pro Plus (versdao 4.0). As fotos
receberam tratamento de acordo com os recursos disponiveis no software. Foi
possivel selecionar trabéculas e efetuar a medida de suas larguras, a fim de
comparar os diferentes grupos experimentais.

4.4.7. Analise estatistica dos dados
Todos os resultados representaram meédias dos valores individuais dos

animais pertencentes a cada grupo, os quais foram submetidas a anadlise de

variancia e ao teste de médias de Tukey para a comparagao entre grupos.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores do peso corporal médio dos

animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Tabela 5. Peso das ratas (g)

Grupo Peso inicial Peso final
I 257 + 20° 305 + 29°
I 254 + 17° 355 + 222
ln 258 + 142 321 +7°
1 259 + 20° 346 + 19°
vV 257 + 23° 349 + 29°

Valores com letras minudsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05)
I - Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

Il - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio

IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Pode-se perceber pela tabela 5 que os animais dos diferentes grupos de
estudo n&o diferiram entre si quanto ao peso inicial, fato que nao foi verificado
para os pesos finais, uma vez que as ratas ovariectomizadas pertencentes aos
grupos I, IV e V, apesar de néao diferirem significativamente entre si,
apresentaram-se significativamente mais pesadas (p<0,05) que aquelas do grupo
lelll.

Na figura 9 sdo apresentados os ganhos médios de peso corporal relativos
aos animais dos diferentes grupos de estudo.

Pela figura 9 € possivel notar que os animais do grupo | (pseudo-
ovariectomizado) e do grupo Il (grupo que ingeriu o produto fermentado
suplementado com isoflavonas e calcio) foram os que apresentaram os mesmos

ganhos de peso, sem diferirem estatisticamente entre si.
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Figura 9. Ganho médio de peso corporal (g) dos diferentes grupos experimentais

I — Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

11l — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio
IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com calcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Ao se comparar o ganho de peso dos animais do grupo | e Il, constata-se
claramente que a ovariectomia provoca um aumento significativo no peso,
aumento esse que nao pbde ser evitado nos animais do grupo IV e V,
demonstrando que os tratamentos que esses grupos receberam nado foram
eficazes no sentido de impedir tal aumento. Por outro lado, o tratamento do grupo
lll (ingestdo do produto fermentado suplementado com isoflavonas e calcio) foi
capaz de manter o peso dos animais sem diferenga significativa daqueles
pertencentes ao grupo |, os quais ndo sofreram ovariectomia. Sem duvida, esse

resultado pode ser atribuido a presenca das isoflavonas, uma vez que os



tratamentos do grupo Ill e IV difere apenas quanto a presenca desses
fitoestrogenos.

Diversos trabalhos na literatura relatam que a ovariectomia pode produzir
alteragcdes metabodlicas e comportamentais na rata, que provocam aumentos
significativos da ingestdo alimentar e peso corporal (KALU, 1991; DANIELSEN,
1993; THOMPSON, 1995; BREITMAN et al., 2003). De acordo com DANIELSEN
(1993) e ARJMANDI et al. (1998a), o ganho médio de peso corpdreo € maior
mesmo quando sua ingestdo € pareada a ingesta de ratas intactas. THOMPSON
(1995), num estudo a longo prazo com ratas, relatou um peso corporal maior em
animais apos 12 meses de ovariectomia. Esse autor verificou que o aumento da
massa corporal foi devido inteiramente a um aumento no acumulo de tecido
adiposo, sem o0 aumento da massa de outros tecidos corporais.

O aumento significativo do peso das ratas ovariectomizadas também ja foi
observado por outros trabalhos experimentais que relacionavam o aumento do
peso corporal como um mecanismo fisiolégico para prover um estimulo adicional
a neoformacgdo 6ssea e servir de protecao parcial contra a osteopenia que ocorre
nos 0ssos longos (tibia e fémur), por meio do suporte de peso corporal (KALU,
1991; ONO et al.,, 2000; UESUGI et al., 2001; NOTOMI et al., 2003). Esse
aumento de peso das ratas ovariectomizadas parece estar relacionado com o
aumento excessivo do deposito de lipideos. NOTOMI et al. (2003) observaram
que o aumento do peso das ratas ovariectomizadas ocorreu em virtude do
aumento do peso dos coxins gordurosos (que estavam mais pesados do que no
grupo pseudo-ovariectomizadas), ja que, tanto a massa 6ssea como a massa
magra estavam diminuidas (osteopenia e sarcopenia). Assim como no estudo
relatado acima, em nosso trabalho todas as ratas ingeriram quantidades de
alimentos iguais em todo o periodo experimental, corroborando com resultados
obtidos por outros autores em que 0 aumento excessivo do peso corporal estava
relacionado com alteragcées no metabolismo energético lipidico e com o aumento
de gordura no tecido adiposo das ratas (KALU, 1991; DANIELSEN et al., 1993;
KALU et al., 1994; UESUGI et al., 2001).

O aumento de peso observado em ratas maduras também ocorre em
mulheres no periodo pds-menopausico como consequéncia de um disturbio
neurovegetativo provocado pela falta de estrogénio (BYDLOWSKI, 2002). Outro
fator importante que se associa a obesidade pds-menopausica fica por conta das



alteracOes ateroescleréticas que se aceleram e culminam em disturbios
coronarianos ou alteracées circulatérias encefalicas graves. Novamente, a
auséncia dos estrogénios, principalmente o 17 B-estradiol, cuja acado sobre o
metabolismo lipidico de mulheres em periodo fértii normal é elevar a
concentracdo de HDL-colesterol e reduzir o colesterol total e o LDL-colesterol,
altera o metabolismo energético culminando com o aumento do depésito de
lipideos no tecido adiposo de todo o corpo humano e com o aumento dos niveis
de colesterol total, triglicerideos e LDL-colesterol, e a diminuicdo do HDL-
colesterol (UESUGI et al., 2001; BYDLOWSKI, 2002). Essas alteragdes no
metabolismo energético lipidico levam a mulher no periodo p6s-menopausico a
obesidade e ao aumento do risco de ocorréncia de distdrbios coronarianos
ateroscleréticos e distarbios encefalicos graves (UESUGI et al., 2001;
BYDLOWSKI, 2002).

Trabalhos realizados com humanos tém demonstrado que as isoflavonas
encontradas na soja, conhecidas por apresentarem estrutura quimica e funcao
similar ao 17 B-estradiol (KUIPER et al., 1998), vém constituindo numa alternativa
bastante interessante para o controle do metabolismo lipidico e da obesidade e,
consequentemente, para a prevencdo de disturbios ateroescleréticos
coronarianos e de acidentes vasculares encefélicos em mulheres no periodo pos-
menopausico (POTTER et al., 1998; WANGEN et al., 2001; DALAIS et al., 2003).

SZKUDELSKA et al. (2000) verificaram que a genisteina é capaz de reduzir
a lipogénese e aumentar a lipolise em adipdcitos isolados de ratos, podendo
resultar em limitacdes no depdsito de gordura nessas células. Podendo ser este
um possivel mecanismo para reducdo do peso corporal nas ratas que
consumiram o produto fermentado suplementado com isoflavonas e célcio.

Vale ressaltar que a TRH é talvez o tratamento mais efetivo para o controle
do metabolismo lipidico e a prevencdo de doengas coronarianas no periodo
menopausico. Diversos trabalhos indicam que ela reduz as concentragdes do
colesterol total, dos triglicerideos e da LDL-colesterol, e, concomitantemente,
aumenta os niveis de HDL-colesterol, contribuindo decisivamente para a
prevengdo da obesidade e das doengas coronarianas no periodo pos-
menopausico (KIM et al., 2000; TONG et al., 2002). Todavia esse tratamento vem
acompanhado por varios efeitos adversos, tais como o aumento do cancer de
mama e endomeétrio (ARJMANDI et al., 1996; UESUGI et al., 2001). De acordo



com esses autores, as isoflavonas poderiam se constituir em uma alternativa
promissora para a TRH.

UESUGI et al. (2001) realizaram um estudo em ratas ovariectomizadas no
qual compararam o efeito da administragdo via gavagem das isoflavonas
(daidzeina, genisteina e gliciteina) de forma isolada sobre o controle de peso
corporal e do metabolismo lipidico; encontraram efeito benéfico apenas nos
grupos que ingeriram a daidzeina e a gliciteina, cujos resultados foram homaologos
com o grupo em que foi administrado a estrona, mas ndo encontraram efeito
benéfico no grupo que ingeriu genisteina. Corroborando com os resultados do
estudo anterior, NAKAJIMA et al. (2001) também ndo encontraram efeitos
favoraveis da genisteina no controle de peso corporal e no perfil lipidico. Convém
observar que, nesse estudo, as doses de genisteina foram altissimas (12 mg/kg
de peso corporal/dia) e administradas subcutaneamente.

O modelo experimental de osteoporose realizado nesse trabalho designado
pela literatura como “modelo da rata madura” (KALU, 1991), no qual a
ovariectomia é realizada com 12 semanas de idade, apresenta caracteristicas de
diminuicdo de massa Ossea muito similares aos modelos de osteoporose
relacionados a idade, nos quais a ovariectomia nas ratas é realizada entre 24 e 48
semanas de idade (KALU, 1991). O termo “maduro” é utilizado para se enfatizar
que as ratas na idade de 12 semanas estao reprodutivamente maduras e capazes
de responder apropriadamente a deficiéncia hormonal e as conseqlentes
seqlelas proporcionadas pela ovariectomia (KALU, 1991; NAKAJIMA et al.,
2001). Tanto as ratas ovariectomizadas quanto as mulheres no periodo pos-
menopausico perdem massa 0ssea como resultado da deficiéncia hormonal.
Estudos de KALU (1991) e WRONSKI et al. (1989) demonstraram que as
caracteristicas de perda de massa éssea no modelo com ratas apresentam-se
parecidas, em muitos aspectos bioquimicos e biomecanicos, com as
caracteristicas de perda de massa 6ssea das mulheres no periodo pos-

menopausico precoce.

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos na determinacdo do
comprimento longitudinal de tibias e fémures esquerdos de todos 0s grupos

participantes desse estudo.



Tabela 6. Comprimento (mm) de tibias e fémures relativos aos diferentes grupos
de experimentais

Comprimento (mm)

Grupos
Tibia Fémur
| 38,88 +0,78° 36,27 + 1,272
I 36,36 + 0,912 36,51 £ 1,182
]| 39,79 + 0,34° 36,25 +0,43°
Iv 38,76 + 1,05° 35,90 + 1,00?
v 38,77 +0,83? 35,91 + 1,04%

Valores com letras minudsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05)
I — Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

Il - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio

IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Pode-se observar pela tabela 6 que todos os grupos experimentais nao
diferiram significativamente entre si (p>0,05) quanto ao comprimento 6sseo das
tibias e fémures esquerdos. A partir desses resultados, pode-se verificar que nem
a ovariectomia, nem a ingestdo dos produtos a base de soja foram capazes de
provocar alteragcées com relacdo ao comprimento das tibias e fémures esquerdos,
sugerindo que tal parametro utilizado, nas condicoes de estudo, pode nao ter sido
adequado para se observar o efeito da ovariectomia e dos diferentes tratamentos
pelos quais as ratas foram submetidas.

Nessa linha, ARJMANDI et al. (1998a), DEYHIM et al. (2003) e BREITMAN
et al. (2008), todos usando o modelo da rata madura, mas com diferentes
periodos experimentais (35 dias, 40 dias e 2 meses, respectivamente) nao
verificaram efeito da ovariectomia sobre o comprimento 6sseo de fémures.
Todavia, para tibias, DEYHIM et al. (2003) verificaram um aumento no
comprimento ésseo das ratas ovariectomizadas comparado ao grupo pseudo-
ovariectomizado. PENG et al. (1997) e DANIELSEN (1993), o primeiro utilizando



ratas ovariectomizadas com 6 meses de idade e o segundo com 3 meses,
verificaram um aumento no comprimento longitudinal de fémures em 16 e 12
semanas apds a ovariectomia, respectivamente.

Com base nessas informacoes, pbde-se perceber que os resultados quanto
ao comprimento 6sseo sdo conflitantes, alguns trabalhos relatam o seu aumento
com a ovariectomia, outros nao, corroborando para o fato de que a medida do
comprimento 6sseo pode ndo ser um parametro indicado para se verificar os
efeitos da ovariectomia e, muito menos, o efeito dos diferentes tratamentos sobre

as ratas ovariectomizadas.

A tabela 7 apresenta os resultados relativos ao peso, volume e densidade
Ossea realizados nas tibias esquerdas dos diferentes grupos experimentais.

Os grupos ovariectomizados Il, IV e V apresentaram peso e volume 6sseo
que nao diferiram (p>0,05) entre si, mas que foram menores (p<0,05) se
comparado com os do grupo pseudo-ovariectomizado (grupo I). No entanto, o
grupo de animais que ingeriu “iogurte” de soja suplementado com isoflavonas e
célcio (grupo Ill) nao diferiu do grupo I, indicando que esse produto é capaz de
prevenir os efeitos decorrentes da ovariectomia, em relagdo aos parametros em
questao. Mas, considerando também que o grupo Il nao diferiu estatisticamente
do grupo IV e que este, por sua vez, nao diferiu do grupo V, sugere-se que 0
célcio tenha sido o fator responsavel pela inibicdo da perda de peso e volume
0sseo causado pela ovariectomia. Todavia, em se tratando de densidade éssea,
nota-se que nem a ovariectomia, nem os diferentes tratamentos provocaram
alteragcbes nesse parametro, uma vez que 0s grupos nao diferiram
estatisticamente (p>0,05) entre si.

E vélido ressaltar que nessa analise ndo estdo sendo considerados os

possiveis efeitos de interagdo entre as variaveis.



Tabela 7. Parametros fisicos 0Osseos relativos aos diferentes grupos

experimentais.

Grupos Peso 6sseo Volume 6sseo Densidade 6ssea
(9) (cm®) (g/cm®)
| 0,64 + 0,05 0,42 + 0,032 1,55 +0,07°
I 0,56 + 0,03 0,35 + 0,02 1,60 +0,04°
I 0,62 +0,02%° 0,39 + 0,01%° 1,57 £0,03°
IV 0,59 + 0,04°¢ 0,37 +0,02°¢ 1,59 + 0,03
' 0,56 + 0,01° 0,35 + 0,02 1,61 +0,09°

Valores com letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05)
I — Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

Il - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio

IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Pbéde-se perceber que nos grupos que tinham um peso ésseo maior, 0
volume também era maior, enquanto os que tinham peso 6sseo menor, 0 volume
também era menor. Isso fez com que ndo houvesse altera¢des significativas entre
0S grupos quanto a densidade 6ssea.

No grupo lll, o efeito protetor contra a perda do peso e volume ésseo
proporcionado pelo calcio ndo se refletiu na densidade déssea. Uma possivel
explicacao relaciona-se ao fato de que esse mineral pode ter evitado a perda de
matriz 6ssea organica levando a um maior peso e volume 6sseo se comparado ao
grupo Il (ovariectomizado). Todavia, o tempo p6s-ovariectomia (3 meses) pode ter
sido reduzido para que se evidenciasse alteracoes na densidade éssea.

No remodelamento 6sseo ocorre remocao de 0SsoO (reabsorcao Ossea)
seguida pela sintese de nova matriz 6ssea e subseqlente mineralizacao
(formacgao 6ssea) (MUNDY, 1993). O tempo gasto para a formagao 6ssea é maior
do que para a reabsorcdo. Em humanos, a primeira fase do ciclo é realizada pelos

osteoclastos, responséaveis pela retirada de célcio dos o0ssos, e leva cerca de 10



dias, a fase de formacdo Ossea, atividade realizada pelos osteoblastos, pode
demorar cerca de trés meses para se completar (PARFITT, 1993).

Vale ressaltar que a explicacdo para esse efeito protetor refere-se
principalmente a matriz 6ssea organica e ndo a matriz 6ssea inorganica (mineral),
uma vez que nos resultados da tabela 8, os quais serdo comentados a seguir,
verifica-se que nao houve diferenga significativa entre os grupos quanto ao
conteldo mineral e conteudo de célcio Osseo, portanto ndo sendo esses
parametros os responsaveis pelo peso e volume 6sseo do grupo Il semelhantes
aos do grupo | (pseudo-ovariectomizado).

Na tabela 8 estdo apresentados os resultados do conteldo mineral, em
amostra seca e integral, das tibias esquerdas e o conteludo de célcio dos fémures
direitos relativos aos diferentes grupos experimentais.

Foi verificado, a partir dos resultados apresentados, que a ovariectomia e
os diferentes tratamentos ndo causaram alteragdes no contetdo mineral (amostra
integral e amostra seca) e no conteudo de calcio, uma vez que nao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre todos os grupos experimentais.

Em se tratando de conteudo de célcio 6sseo, esses resultados foram
semelhantes aos encontrados por DEYHIM et al. (2003) e ARJMANDI et al.
(1996). Eles estudaram ratas ovariectomizadas com 3 meses de idade e
submetidas a um periodo de experimentacdo de 40 e 30 dias, respectivamente.
Por outro lado, PICHERIT et al. (2000) mostraram uma relagéo linear positiva
entre o conteudo mineral do fémur total e o seu conteddo de calcio. Vale ressaltar
que esse estudo durou 3 meses, todavia as ratas foram ovariectomizadas com 12
meses de idade. Em vista disso, fica claro que esses animais sofreram, por um
periodo maior, a acdo dos agentes causadores de osteopenia. Portanto, uma
possivel explicacdo para a ndo deteccao de mudangas no conteido mineral e
conteudo de calcio em nosso estudo pode estar relacionada ao tempo insuficiente
de experimentagao.



Tabela 8. Parametros quimicos das tibias esquerdas e dos fémures direitos
relativos aos diferentes grupos experimentais.

Grupos Conteudo Mineral (%) Conteudo Mineral (%) Conteudo de calcio

(amostra integral) (amostra seca) (mg/g de cinzas)
| 67,06 + 1,372 46,85 + 3,112 380 + 102
Il 65,48 + 1,32° 44,30 + 1,88° 380 + 102
] 68,21 + 2,99% 45,88 + 2,832 370 + 0%
v 66,64 + 1,19% 46,49 + 2,332 380 + 102
\'J 67,33 + 2,35° 4427 +2,73° 380 + 102

Valores com letras minudsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p<0,05)
I — Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

Il - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio

IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Além disso, com relacdo ao conteudo mineral, hd uma tendéncia, em
termos de valores médios absolutos, de reducdo no grupo de animais
ovariectomizados (grupo Il), podendo ser mais um indicio de que o tempo de
experimentagcdo necessario para se evidenciar diferengas significativas nao foi
suficientemente adequado.

O aumento do peso corporal médio das ratas ovariectomizadas pode ter
contribuido para a nao evidenciacdo mudangcas no conteudo mineral e contetudo
de calcio 6sseo. O ganho de peso corpdreo protege as ratas do desenvolvimento
da osteopenia depois da ovariectomia (ROUDEBRUSH et al, 1993), mas tal
protecdo estd limitada para ossos longos, sugerindo um efeito suporte para o
aumento de peso (WRONSKI et al., 1987). Vale ressaltar que os ossos utilizados
para a realizacdo de todos os parametros estudados foram ossos longos,
particularmente tibias e fémures. Portanto, em nosso trabalho, o aumento do peso
corporal das ratas causado pela ovariectomia pode ter proporcionado uma
protecdo contra a perda 6ssea, principalmente da porcdo mineral das tibias e
fémures.



Na figura 10 estdo apresentados os resultados obtidos da carga maxima
suportada até o momento de ruptura das tibias direitas dos diferentes grupos
experimentais.

De acordo com a figura 10, pOde-se perceber que 0s cinco grupos
experimentais ndo diferiram entre si (p>0,05) com relagdo a carga maxima
suportada até o momento de ruptura da tibia, mostrando que nem a ovariectomia,
nem o consumo do produto fermentado foram capazes de provocar alteragdes na
resisténcia O0ssea a fratura. Resultados semelhantes foram alcangados por
BREITMAN et al. (2003) que estudaram ratas ovariectomizadas e pseudo-
ovariectomizadas com 3 meses de idade, com um tempo de experimento de 2
meses. Eles nao verificaram diferenga significativa na carga maxima suportada
pelo fémur entre o0s grupos estudados (pseudo-ovariectomizado e
ovariectomizado). Todavia, quando este teste (flexao de trés pontos) foi realizado
em vértebras lombares (L5), a carga maxima do grupo pseudo-ovariectomizado
foi estatisticamente maior do que a do grupo ovariectomizado. Esses resultados
sugerem que o sitio esquelético (diafise da tibia) utilizado em nosso trabalho nao
foi adequado para se verificar alteragbes na carga maxima durante 3 meses de
estudo. Talvez, mudancas nesse parametro pudessem ser percebidas se o tempo

de estudo excedesse 0s 3 meses.
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Figura 10. Carga maxima suportada (kN) até o momento de ruptura das tibias

direitas dos diferentes grupos experimentais

I — Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

IIl — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio
IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

E sabido que, as proporcdes de osso trabecular e cortical diferem nas
regides do fémur e tibia, enquanto que nas vértebras elas sdo mais homogéneas
(BREITMAN et al., 2003). Essas diferencas também podem explicar porque a
carga maxima suportada pela tibia e fémur nao foi afetada pela ovariectomia, ao
contrario do que ocorreu nas vértebras lombares que tiveram sua carga maxima
reduzida apds a cirurgia.

Ambos os tipos de ossos estdo sujeitos ao processo de remodelagem,
embora a maior parte ocorra no 0sso trabecular, que esta localizado em areas
expostas a uma maior carga de estresse por suportar o peso corporal. A natureza
do osso trabecular também é outro fator que contribui para o exposto
anteriormente, pois a relagcdo superficie/volume desse tipo de osso é
substancialmente maior que a do osso cortical. Essa relacao provavelmente
explica o maior envolvimento do osso trabecular em qualquer forma de
osteoporose (RIGGS e MELTON, 1988; WHO, 1994). Desta forma, as



quantidades de reabsorcao e formagao 6éssea podem variar de acordo com o sitio
anatémico usado (FROST, 1987).

Vale destacar que o teste de flexdo de trés pontos utilizado para se
determinar a carga maxima suportada até o momento de ruptura foi feito no ponto
médio da diafise da tibia, uma regido predominantemente de osso cortical. Desta
forma, a realizacdo desse tipo de teste em regibes ricas em osso trabecular
poderia ser adequada tanto para se verificar alteragbes 6sseas decorrentes da
ovariectomia quanto para se estudar o efeito do consumo de “iogurte” de soja
suplementado com isoflavonas e célcio em ratas ovariectomizadas.

PICHERIT et al. (2001a) observaram que a carga suportada pelo fémur
(teste de flexao de trés pontos) de ratas ovariectomizadas foi menor (p<0,05) do
que aquela obtida pelo grupo pseudo-ovariectomizado, enquanto que 0s grupos
de animais que consumiram isoflavonas nas doses de 20, 40 e 80 ug/g de peso
corpéreo por dia suportaram uma carga superior a do grupo ovariectomizado
controle e, que nao diferiu significativamente do grupo pseudo-ovariectomizado,
mostrando um efeito positivo do consumo de isoflavonas com relacdo a
resisténcia Ossea. Vale destacar aqui que, a diferenca significativa entre os
grupos pseudo-ovariectomizado e ovariectomizado pode ser devido ao fato das
ratas usadas serem mais velhas (a castracdo ocorreu aos 7 meses de idade) e
submetidas a um tempo de estudo de 91 dias. Mais uma vez fica claro que o
tempo de estudo usado em nosso trabalho pode ter sido reduzido para se
observar alteragdes na carga suportada pela diafise da tibia, pois nossas ratas
foram castradas com 3 meses e submetidas a um tempo de estudo também de 3
meses.

SHEN e WRONSKI (1997) verificaram que a osteopenia trabecular e
cortical associada com um alto turnover ésseo (velocidade de remodelagem
Ossea) ocorre no fémur proximal de ratas ovariectomizadas com 3 meses de
idade, sendo que a perda de osso trabecular ocorre nesse sitio esquelético nos
primeiros 30 dias pds-ovariectomia, mas permanece relativamente moderada nos
primeiros 90 dias antes de se tornar mais pronunciada no periodo subseqlente. A
osteopenia cortical do fémur proximal ndo foi observada antes do primeiro ano de
pds-ovariectomia.

OMI e EZAWA (1995) quantificaram a densidade mineral 6ssea (DMO) de
ratas pseudo-ovariectomizadas e ovariectomizadas (com 8 meses de idade) apds



um periodo pés-ovariectomia de 6 meses. Eles verificaram que a DMO das
vértebras lombares e da metéafise da tibia proximal (regido rica em 0sso
trabecular) do grupo ovariectomizado foi consistentemente menor que a do grupo
pseudo-ovariectomizado. Observou-se que um més apos a cirurgia, a DMO das
vértebras lombares e da tibia proximal do grupo ovariectomizado ja era menor se
comparada com o grupo controle. Por outro lado, a DMO da diéfise da tibia do
grupo ovariectomizado ndo diminui significativamente. Desta forma, concluiu-se
que a DMO do sitio de osso trabecular (vértebras lombares e tibia proximal)
diminui devido a ovariectomia nos primeiros estagios do experimento. No entanto,
a reducdo na DMO de osso cortical (diafise da tibia) ndo foi observada nesse
mesmo periodo. Esses resultados sugerem que é importante levar em
consideracédo a idade e o sitio esquelético 6sseo para se avaliar os efeitos da
ovariectomia e dos diferentes tipos de tratamentos utilizados em modelos animais.

Embora o modelo experimental com ratas ovariectomizadas utilizado nesse
estudo apresente caracteristicas similares aquelas de mulheres no periodo pos-
menopausico precoce (WRONSKI et al., 1989; KALU, 1991), a ovariectomia em
ratas tem sido usada com sucesso para se estudar o mecanismo de perda de
0sso trabecular, no entanto esse modelo ndo tem se mostrado consistente para a
reducao de massa de osso cortical (KALU, 1991; THOMPSON, 1995).

JEE et al. (1990) tém observado que ratos mais velhos podem ser mais
adequados do que ratos mais jovens para se estudar o remodelamento de osso
cortical e a possibilidade da perda desse tipo de osso apds a ovariectomia. Vale
destacar que as ratas usadas em nosso estudo eram jovens (3 meses de idade),
portanto, a ndo redugdo dos parametros 0sseos causados pela ovariectomia
utilizados nesse estudo pode estar relacionada com a idade dos animais, uma vez
que os sitios esqueléticos usados (tibias e fémures) sdao predominantemente de
0sso cortical.

Nas figuras 11 a 25 estdo apresentadas as micrografias eletrénicas de
varredura (aumentos de 35, 50 e 100 vezes) representativas de cada grupo de
estudo, utilizadas para a analise da superficie éssea trabecular.

Com o aumento de 35, 50 e 100 vezes, por meio da microscopia eletrénica
de varredura, foram observadas a organizacao das estruturas trabeculares e suas
interconectividades nas regides médias centrais das epifises femorais (Figuras 11
a 25).



Numa primeira andlise qualtativa, as amostras dos animais pseudo-
ovariectomizados (grupo i) apresentaram predominancia de estruturas
trabeculares interconectadas (Figuras 11, 12 e 13). Verificou-se que a
ovariectomia provocou diminuicdo do volume tecidual na porcao média entre os
cbndilos femorais, com alteragbes da arquitetura éssea trabecular ocorrendo
maior espagamento entre as trabéculas. As trabéculas mais largas foram
substituidas por trabéculas mais finas, que apresentaram perda de conectividade
com outras trabéculas vizinhas. No entanto, o grupo de animais que recebeu
“‘logurte” de soja suplementado com isoflavonas e calcio (grupo IIl) (Figuras 17, 18
e 19) e o que recebeu “iogurte” de soja suplementado apenas com célcio (grupo
IV) (Figuras 20, 21 e 22) mostraram-se com menos escavagdes entre as
trabéculas, além de apresentarem trabéculas aparentemente mais grossas do que
aquelas encontradas no grupo Il (Figuras 14, 15 e 16). Portanto, por meio dessa
analise qualitativa das micrografias eletrénicas de varredura dos animais pode-se
sugerir que tanto a ingestdo do produto fermentado suplementado com
isoflavonas e calcio (grupo Ill) quanto a do produto fermentado apenas
suplementado com célcio (grupo |V) permitiram que as interconectividades
trabeculares fossem mantidas em condicées semelhantes aquelas observadas
para o grupo | (pseudo-ovariectomizado) e em condigbes melhores aquelas
verificadas para o grupo Il e V.

No entanto, esses resultados diferem daqueles obtidos por WESTERLIND
et al. (1997). Eles obtiveram valores semelhantes das espessuras das trabéculas
para ratas ovariectomizadas e ratas controle, tanto na metafise quanto na epifise

femoral.



Figura 11: Micrografia eletrdnica
de varredura (aumento de 35
vezes) de fémur esquerdo do
grupo | (pseudo-ovariectomizado)

Figura 12: Micrografia eletrénica
de varredura (aumento de 50
vezes) de fémur esquerdo do
grupo | (pseudo-ovariectomizado)

Figura 13: Micrografia eletrénica
de varredura (aumento de 100
vezes) de fémur esquerdo do
grupo | (pseudo-ovariectomizado)



Figura 14: Micrografia eletrdnica
de varredura (aumento de 35
vezes) de fémur esquerdo do
grupo Il (ovariectomizado)

Figura 15: Micrografia eletrdnica
de varredura (aumento de 50
vezes) de fémur esquerdo do
grupo Il (ovariectomizado)

Figura 16: Micrografia eletrdnica
de varredura (aumento de 100
vezes) de fémur esquerdo do
grupo Il (ovariectomizado)



Figura 17: Micrografia eletrénica de
varredura (aumento de 35 vezes)
de fémur esquerdo do grupo Il
(ovariectomizado + produto
fermentado suplementado com
isoflavonas e célcio)

Figura 18: Micrografia eletrénica de
varredura (aumento de 50 vezes)
de fémur esquerdo do grupo |l
(ovariectomizado + produto
fermentado suplementado com
isoflavonas e calcio)

Figura 19: Micrografia eletrénica de
varredura (aumento de 100 vezes)
de fémur esquerdo do grupo Il
(ovariectomizado + produto
fermentado suplementado com
isoflavonas e calcio)



Figura 20: Micrografia eletrénica de
varredura (aumento de 35 vezes)
de fémur esquerdo do grupo IV
(ovariectomizado + produto
fermentado suplementado com
célcio)

Figura 21: Micrografia eletrdnica de
varredura (aumento de 50 vezes) de
fémur esquerdo do grupo IV
(ovariectomizado + produto
fermentado  suplementado  com
calcio)

Figura 22: Micrografia eletrbnica de
varredura (aumento de 100 vezes)
de fémur esquerdo do grupo IV
(ovariectomizado + produto
fermentado suplementado com
calcio)



Figura 23: Micrografia eletrdnica de
varredura (aumento de 35 vezes)
de fémur esquerdo do grupo V
(ovariectomizado + placebo
suplementado com caélcio)

Figura 24: Micrografia eletrdnica de
varredura (aumento de 50 vezes)
de fémur esquerdo do grupo V
(ovariectomizado + placebo
suplementado com célcio)

Figura 25: Micrografia eletrdnica de
varredura (aumento de 100 vezes)
de fémur esquerdo do grupo V
(ovariectomizado + placebo
suplementado com célcio)



Vale ressaltar que com a realizagdo da criofratura muitas vezes nédo é
possivel obter o0 mesmo corte, na mesma regido 6ssea. No entanto, através das
fotos obtidas neste estudo vé-se claramente o efeito da castracdo, o que esta de
acordo com o trabalho desenvolvido por THOMPSON (1995), CANOTILHO (1996)
e BERTONCELLO (2001). Na osteoporose, as trabéculas tornam-se afinadas,
com numero diminuido e espago entre elas aumentado, podendo ocorrer
conversdo de alguns platbs em barras trabeculares. BAGI e MILLER (1994)
verificaram a diminuicdo da conectividade trabecular e aumento dos volumes
medulares, indicando maior separagdo entre as trabéculas, em ratas apos 12

semanas de ovariectomia.

A figura 26 apresenta a medida da largura das trabéculas (um) relativa a
cada grupo de estudo.

Pbéde-se perceber pela figura 26 que o afinamento das trabéculas
observado na analise qualitativa das micrografias eletrénicas (Figura de 14 a 16)
para o grupo ovariectomizado (grupo Il) péde ser comprovado pela medida da
largura das trabéculas.

O grupo Il (ovariectomizado) apresentou largura menor (p<0,05) que o
grupo | (pseudo-ovariectomizado). Desta forma, a ovariectomia foi capaz de
provocar afinamento trabecular. O grupo de animais que ingeriu o “iogurte” de
soja suplementado com isoflavonas e calcio (grupo Ill) e o0 grupo que ingeriu o
produto fermentado suplementado apenas com calcio apresentaram larguras
maiores (p<0,05) quando comparadas ao grupo |l (ovariectomizado), mas que néo
diferiram estatisticamente das do grupo | (pseudo-ovariectomizado). Todavia, 0
grupo que consumiu o placebo suplementado com calcio (grupo V) apresentou
uma menor largura das trabéculas se comparada com o grupo lll, sem, entretanto,

diferir significativamente do grupo ovariectomizado (grupo Il) e do grupo IV.
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Figura 26. Largura das trabéculas (um) da porcdo média distal dos fémures

esquerdos dos diferentes grupos experimentais

I - Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il — Grupo de animais ovariectomizados

1l — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio
IV — Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio

V — Grupo de animais OVX que ingeriram o placebo suplementado com calcio

Embora o grupo Ill tenha apresentado, em termos de valores médios
absolutos, uma tendéncia a larguras trabeculares maiores que as do grupo IV,
esses dois grupos nao diferiram (p>0,05) entre si com relacdo a esse parametro.
Desta forma, nem a suplementagdo com isoflavonas, nem a suplementacao com
célcio foram responsaveis pelo fato das larguras das trabéculas do grupo lll e IV
ndao terem diferido da do grupo | (pseudo-ovariectomizado). Uma possivel
explicagdo pode estar relacionada com o processo fermentativo e/ou devido a
presenga de microrganismos viaveis no produto encontrados tanto no produto
ingerido pelo grupo Il quanto pelo grupo IV. Novamente aqui, os resultados
parecem indicar um tempo de estudo insuficiente para que pudessem ser
observadas diferencas significativas entre os diferentes tratamentos utilizados,
pois como foi dito, os valores médios absolutos para as larguras das trabéculas
do grupo lll apresentaram uma tendéncia a serem superiores as do grupo 1V. Um
tempo maior de estudo poderia representar uma possibilidade para que o grupo i
diferisse estatisticamente do grupo IV.



A partir desses resultados pdde-se perceber que o produto fermentado
apresentou um efeito protetor sobre a largura das trabéculas, prevenindo a
reducdo ocasionada pela OVX. Além disso, a dose de isoflavonas consumida
pelas ratas do grupo Il pode ter sido baixa, o que explicaria o fato do grupo Ill e
IV nédo terem diferido significativamente entre si quanto ao parametro em questéo.
DEYHIM et al. (2003), utilizando doses de isoflavonas semelhantes as
empregadas em nosso trabalho concluiram que baixas doses podem n&o ser
capazes de exercer qualquer efeito de protecado 6ssea aparente, pelo menos com
relacdo ao modelo de osteoporose utilizado (Modelo de ovariectomia da rata
madura). No entanto, PICHERIT et al. (2000) observaram que o consumo de
daidzeina por ratas ovariectomizadas com 12 meses de idade e submetidas a um
periodo de experimentacdo de 90 dias resultou na preservagao da area da porgao
trabecular na regido da metafise distal do fémur se comparada ao grupo
ovariectomizado. Vale ressaltar que além das ratas utilizadas nesse estudo serem
mais velhas, a dose de isoflavonas, no caso a daidzeina, usada foi muito maior do

que aquela utilizada em nosso experimento.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, nas condi¢cdes deste estudo (tempo de
experimentagao, idade dos animais, sitios esqueléticos e dose de isoflavonas), foi
possivel concluir que:

o O “iogurte” de soja fermentado com Enterococcus faecium e Lactobacillus
jugurti suplementado com isoflavonas e calcio foi capaz de evitar 0 aumento de
peso corporeo causado pela ovariectomia.

o O “iogurte” de soja fermentado com Enterococcus faecium e Lactobacillus
jugurti suplementado com isoflavonas e célcio e o suplementado apenas com
célcio apresentaram um efeito protetor sobre a largura das trabéculas de fémures,

prevenindo a reduc¢ao ocasionada pela ovariectomia.

o Nem a suplementacdo com isoflavonas, nem a suplementacdo com calcio
mostraram-se responsaveis pelo efeito protetor da largura das trabéculas
verificado nos grupos de animais que ingeriram o produto fermentado
suplementado com isoflavonas e calcio (grupo Ill) e o suplementado apenas com
célcio (grupo 1V), portanto, € provavel que o referido efeito seja decorrente da

acao exclusiva do produto fermentado.

o Nao foi possivel observar diferencas entre os tratamentos utilizados nos
diversos grupos em estudo (I, II, I, IV e V), principalmente com relacdo a matriz
O0ssea mineral das tibias e fémures, uma vez que os parametros fisicos, quimicos
e biomecanicos utilizados, com excegcdo da medi¢do da largura das trabéculas,

nao se alteraram com a ovariectomia.



7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados observados neste trabalho fornecem embasamento para
estudos futuros, os quais deverdo estar centrados no efeito do produto
fermentado suplementado com isoflavonas sobre sitios esqueléticos ricos em
osso trabecular, como por exemplo vértebras lombares. Os parédmetros usados
ndao foram suficientemente adequados para a determinacdo das possiveis
alteragdes Osseas causadas pela ovariectomia, embora estejam embasados na
literatura. Em estudos futuros deveremos quantificar a densidade mineral 6ssea
(DMO) por meio da densitometria éssea. A ndo utilizagdo dessa metodologia no
presente trabalho se deu em decorréncia da indisponibilidade de equipamento.

Além disso, o periodo experimental devera ser revisto a fim de que ele seja
suficientemente longo para permitir alteracées Osseas significativas. Um outro
ponto a se refletir estd relacionado com a dose de isoflavonas utilizada, que
devera ser aumentada tendo como base dados da literatura que descrevem o
efeito positivo destas sobre o tecido 06sseo, quando administradas em
concentracdes maiores.

Desta forma, este trabalho é o ponto de partida para uma série de outros
estudos voltados ao efeito do consumo do “iogurte” de soja suplementado com

isoflavonas na prevencao da perda éssea tanto em animais quanto em humanos.
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