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CABRAL, B.R.V.P. Efeito do extrato hidrossoluvel de soja ou castanha-
do-Brasil em ratos idosos. 2019. 70f. Dissertacédo (Mestrado)-Faculdade
de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

RESUMO

O obijetivo foi analisar os efeitos da suplementacéo do extrato hidrossoluvel
de soja (EHS) ou castanha-do-Brasil nos fémures de ratos Wistar idosos.
Foram utilizados 27 ratos, com 570 dias, distribuidos em 3 grupos: grupo
controle (C) (n=8) recebeu dieta padréo; grupo suplementado com extrato
hidrossoluvel de soja (S) (n=9) (300 mL/dia); grupo (B) (n=10), oferecida 1
unidade de castanha-do-Brasil (x3,7g) por animal/dia. O experimento teve
duracéo de 30 dias e ao final os ratos foram eutanasiados com 600 dias de
idade. Foram analisadas: a massa corporal semanalmente (g), a ingestao
de racao (g) e de agua (mL) diariamente, foram feitas analises biofisicas,
bioguimicas e hormonais das amostras (sangue, fémur, gordura visceral,
testiculos e glandulas sexuais acessorias) colhidas no pos-morte. Os
animais do grupo S e B consumiram menos ragéo quando comparados com
o C. O grupo S consumiu menos agua em relacdo ao controle. Em relagéo
as concentracdes dos hormonios (insulina, leptina, LH, testosterona) entre
0S grupos, estes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Nao
houve diferenca na densitometria e microtomografia 6ssea, mas a regido
da cabeca do fémur dos ratos do grupo B apresentaram maior resisténcia
(p=0,04) (B 151+15N, C 112+37N, S 137+37N). Os fémures do grupo
controle possuiram menor concentracdo de fosforo (p=0,03; 15+1%)
comparados com os do S 16+1% e B 16£1%. Conclui-se que a ingestao de
EHS néo interferiu no metabolismo 6sseo, mas o consumo da castanha-
do-Brasil resultou em maior resisténcia 6ssea da regido da cabeca do
fémur, concentracdo de fésforo e hipertrofia das glandulas sexuais
acessorias.

Palavras-chave: Hormonios. Fitoesterois. Densidade dssea.
Fitoestrogenos. Bertholletia.



CABRAL, B.R.V.P. Effect of soybean or Brazil nut on old rats. 2019. 70f.
Dissertacao (Mestrado)-Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

The objective was to analyze the effects of soybean or Brazil nut
supplementation on the femurs of elderly Wistar rats. Twenty-seven rats
with 570 days of age were used, distributed in 3 groups: control group (n=8,
C) with standard diet; group S (n=9) supplemented with soy milk (300
mL/day); group B (n=10), added 1 unit of Brazil nut (+ 3.79) per animal/day.
The experiment lasted for 30 days, and at the end, the rats were euthanized
with 600 days of age. Were measured: body mass weekly (g); feed intake
(g) and water intake (mL) daily, as well as biophysical, biochemical and
hormonal analysis of postmortem samples (blood, femur, visceral fat,
testicles and sexual accessories glands) were analyzed. The animals of
group S and B consumed less ration when compared to group C. The group
S ingested less water compared to the control. Regarding the applications
of hormone concentrations (insulin, leptin, LH, testosterone) between
groups, these are not relevant. There were no differences on bone
densitometry and microtomography but femoral head from the group B rats
presented greater shear resistance (p = 0.04; B 151 + 15N, C 112 + 37N, S
137 + 37N) than the other groups. Bones from control rats had lower
phosphorus concentration (p=0.03; 15+1%) compared to S 16+1% and B
16+1%. It was possible to concluded that soy milk intake did not interfere
on the bone metabolism, but the Brasil nut consumption resulted in greater
bone strength and phosphorus concentration on the femoral head and
accessory sex glands hypertrophy.

Keywords: Hormones. Phytosterols. Bone density. Phytoestrogens.

Bertholletia.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ritmo do envelhecimento da populagdo humana mundial esta
aumentando e espera-se que em 2050 o numero de pessoas com mais de
60 anos chegue a 2 bilhbes, em contraponto com os 900 milhdes
registrados em 2015.! Recentemente a Organizag6es das Nacdes Unidas
(ONU) propés um projeto, o qual chamou de Agenda 2030, que é composto
por objetivos e metas a serem atingidos até meados de 2030. Dentre os
objetivos, destacam-se a promocao da saude fisica e mental, o bem-estar
e 0 aumento da expectativa de vida para todos.?

Levando em conta que o avanco da idade pode ocorrer alteracfes
hormonais e na composicdo corporal, ou seja, no envelhecimento
musculoesquelético, este atrai interesses da salde publica, e esta
associado ao alto risco de quedas e perda de autonomia em idosos.3* Esta
condicdo €, portanto, correlacionada com alta morbidade e taxas de
atencdo a salde.?

A diminuicdo da densidade mineral e o enfraquecimento da arquitetura
estrutural 6ssea sao fatores de risco da osteoporose tanto em mulheres
como em homens, sendo que nas mulheres ocorrem com maior frequéncia
devido a deficiéncia do 173-estradiol, e nos homens com a diminuicdo da
concentracdo da testosterona, podendo provocar alteracbes na
composicdo corporal e predispor a fragilidade musculo-esquelética com
fraturas osteoporoéticas.5

Diante do exposto, as isoflavonas, principalmente a daidzeina e
genisteina, que séo “semelhantes ao estrégeno enddégeno” e denominadas
fitoestrogenos receberam atencdo na literatura médica e cientifica pela
possibilidade de atuar na prevencéao e tratamento do enfraquecimento dos
0ssos. As isoflavonas encontram-se nas leguminosas, principalmente na
soja e castanha-do-Brasil.'? Este estudo foi desenvolvido com o intuito de

contribuir para os beneficios destes alimentos a saide humana.
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1.2 Revisao de literatura
1.2.1 Envelhecimento

A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) define
envelhecimento como “um processo sequencial, individual, acumulativo,
irreversivel, universal, ndo patoldgico, de deterioracdo de um organismo
maduro, préprio a todos os membros de uma espécie, de maneira que o
tempo o torne menos capaz de fazer frente ao estresse do meio-ambiente
e, portanto, aumente sua possibilidade de morte”.*!

O envelhecimento faz parte da realidade da maioria das sociedades.
Estima-se que para o ano de 2050 existirdo cerca de 2 bilhdes de pessoas
com mais de 60 anos no mundo, e a maioria vivendo em paises em
desenvolvimento.!?

O avanco da idade interfere em alguns indicadores de saulde,
especialmente na composi¢éo organica, que envolve o aumento da gordura
corporal, diminuicdo da massa magra, da densidade 6ssea e diminui¢cdo na
concentracdo de testosterona na andropausa em homens, e do estradiol
na menopausa em mulheres.'215

O hipogonadismo parcial do envelhecimento em homens € conhecido
como andropausa, Androgen Decline in the Aging Male (ADAM) ou,
deficiéncia androgénica no envelhecimento masculino (DAEM).1® E
caracterizada pela redugéao da concentracéo de testosterona e a partir dos
40 anos de idade, a concentragdo reduz cerca de 0,3% anualmente, e apés
0s 75 anos, os homens possuem em média 66% da quantidade de

testosterona do que aos 25 anos de idade.'’

1.2.2 Densidade mineral 6ssea

O tecido 6sseo tem como principal funcdo a sustentacéo do esqueleto

e esta predisposto a fraturas quando sua resisténcia diminui com o0 avancgo
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da idade. As fraturas séo possiveis de acontecer em qualquer pessoa, em
especial frente a grandes traumas. Entretanto existem doencas em que a
fragilidade 6ssea esta aumentada, como por exemplo na osteoporose, que
tem alta prevaléncia na populacdo mundial e, portanto, recebe atencéo na
literatura cientifica.18-1°

Neste contexto, a mensuracdo de massa 6ssea tem sido o método mais
utilizado para diagnostico da osteoporose, pois trabalhos populacionais
demonstraram elevada correlacdo entre resisténcia 6ssea e quantidade de
matriz mineralizada, caracterizada pela densidade mineral éssea (DMO),
podendo ser avaliada pela absorciometria por raios X de dupla energia
(DXA)_18,20

A remodelacdo 6ssea € um fenbmeno que ocorre ao longo de toda a
vida, sendo fundamental para renovacédo do esqueleto e preservacéo de
sua qualidade. Nele a reabsorcédo 0ssea € seguida da formacéo 6ssea em
ciclos constantes orquestrados pelas células do tecido 6ésseo, que incluem
0s osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos. Em situacfes fisioldgicas, a
reabsorcédo e a formacéo 0sseas sdo fendbmenos acoplados e dependentes,
e o predominio de um sobre o outro pode resultar em ganho ou perda de
massa 6ssea.??

Desde o nascimento até os 40 anos em humanos, a massa 0ssea €
constantemente aumentada sendo dependente de fatores intrinsecos e
extrinsecos ao corpo humano, onde a formacdo O6ssea é maior que a
reabsorcéo 6ssea. Apds os 40 anos, normalmente ocorre uma diminuicdo
da massa 6ssea de 0,5 a 1 % ao ano, sendo que em mulheres no periodo
pés-menopausa essa perda aumenta em mais 2% ao ano. Portanto, as
mulheres apés os 50 anos de idade estdo predispostas a osteoporose.
Atualmente estima-se que uma em cada trés mulheres deve sofrer algum
tipo de fratura relacionada a esta doenca, dentre elas as fraturas vertebrais
e colo de fémur.?? A osteoporose também pode afetar os homens, embora
as fraturas sejam menos comuns. Segundo a Fundacao Internacional de

Osteoporose (IOF), 1 em cada 5 homens com mais de 50 anos tera uma
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fratura relacionada a osteoporose, devido a perda 6ssea e diminuicao da
absorcdo de calcio. A testosterona é responsavel por modular a
remodelacdo 6ssea, diretamente ou apds aromatizada a estradiol, ativando
0s receptores de esterdides sexuais nas células Osseas. Além disso, a
testosterona aumenta a massa muscular, que pode ter efeitos positivos

indiretos na massa 6ssea.??

1.2.3 Fitoestrogenos

As plantas produzem diversas substancias provenientes dos processos
metabolicos primérios do carbono incluindo carboidratos, proteinas,
gorduras e metabdlitos secundérios, destacando-se os flavonoides. Esse
metabdlito secundario possui baixa massa molar e diversas funcdes na
planta, principalmente, de defesa contra predadores e patdgenos. Quando
ingeridos podem ter tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais ao ser
humano.?*

As isoflavonas, também chamadas de isoflavondides pertencem a
familia dos polifenodis, com propriedade antioxidante. Essas substancias
sdo referenciadas como fitoestrégenos e apresentam estrutura quimica
semelhante aos estrogenos humanos, tal como o 17 3-estradiol, por serem
ligantes 3, diminuir atividade de radicais livres, serem protetores cardiacos
e diminuir a oxidacdo do LDL colesterol. 22?6 Esses compostos se
encontram de forma natural em leguminosas e sao especialmente
abundantes nos grédos de soja e castanhas. Quando consumidos estes
alimentos e seus derivados, as isoflavonas presentes séo hidrolizadas no
intestino por glicosidases intestinais, liberando as agliconas, daidzeina,
genisteina e gliciteina, além do enterodiol e enterolactona, que sdo as

formas biologicamente ativas,e atuardo no organismo humano.?®

1.2.4 Soja
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A soja, Glycine max, € uma das mais importantes culturas na economia
mundial, pois seus graos sao usados pela agroindustria na producdo de
Oleo vegetal e racdes para alimentacdo animal, além da indUstria quimica
e de alimentos. Em 2014, liderou as exportacdes do Brasil com 14% sobre
o total exportado, e esta presente nos trés paises que mais exportam.2’-28

A utilizacdo de alimentos derivados de soja tem aumentado em
diversas regides do Ocidente, onde o consumo do grdo de soja €
incipiente.?® Os Estados Unidos sdo os maiores produtores de soja,
seguidos por Brasil, Argentina e China. Estes quatro paises sdao
responsaveis por aproximadamente 90% de sua producdo mundial.®°

A soja é uma leguminosa de caracteristica peculiar, uma vez que, ao
contrario dos feijdes, que ndo apresentam gordura, na soja
aproximadamente 40% das calorias provém deste macronutriente.3! Possuli
35% de carboidratos, sendo representados pelo amido e fibras, insoluvel:
celulose e hemicelulose e sollvel: pectinas e oligossacarideos, como a
estaquiose, rafinose e verbascose.32-33 As fibras insollveis da soja ndo sdo
digeridas no trato gastrintestinal humano e atuam normalizando a
mobilidade intestinal, reduzindo o risco de constipacdo e diverticulite. As
fibras solaveis atuam diferentemente das insolaveis, contribuindo para o
controle da insulinemia de pacientes com diabetes tipo Il e sobre a reducéo
dos niveis sanguineos de LDL-colesterol.34

A soja é considerada uma fonte de proteina completa, uma vez que
contém todos os aminoécidos essenciais e é nutricionalmente equivalente
a proteina animal.3®> Tem sido utilizada na producéo de diversos alimentos
industrializados, tais como: produtos carneos, produtos de panificacao,
molhos e sopas, devido ao baixo custo e as suas propriedades
fisicoquimicas.36

Os lipidios presentes em quantidade elevada na soja sdo substancias
com baixa solubilidade em agua e que quando hidrolisadas na digestao
fornecem ao organismo acidos graxos que ajudam na absor¢cdo das

vitaminas A, D, E e K, além de protegerem e isolarem 6rgéos e tecidos.®’
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O grao de soja é rico em fitosterdis na forma de isoflavonas, as quais
se relacionam quimicamente com os hormoénios esteroides do corpo, além
disso, o consumo diério da leguminosa tem sido associado a prevencao e
ao tratamento de disfuncbes como hipertensdo, hipercolesterolemia e
osteoporose.340 As isoflavonas sdo compostos quimicos fendlicos que
pertencem a classe dos fitoestrogenos, devido a sua estrutura quimica ser
bastante semelhante ao estrégeno humano e estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal. Estas se comportam como estrogenos
verdadeiros, ligados aos receptores de estrégeno, mas ndo sdo capazes
de causar os mesmos efeitos colaterais. As isoflavonas apresentam um
efeito de equilibrio nos niveis de estrogenos endégenos, que sdo benéficos
durante toda a vida da mulher.38-39

Nos ultimos anos, o extrato hidrossolavel de soja (EHS), popularmente
conhecido como “leite” de soja importante na alimentacdo de pessoas
intolerantes a lactose, ganhou destaque comercial, pois pode ser utilizado
para substituir o leite de vaca. Segundo o Instituto Nacional de Doencas
Digestivas, Renais e Diabetes (EUA) cerca de 75% da populacdo mundial
€ intolerante a lactose, no entanto, considerando-se apenas a quantidade
de proteinas, essa seria uma boa substituicdo, porém, o teor de calcio
presente no EHS é deficiente, sendo o leite de vaca a principal fonte desse
mineral. Analisando-se a quantidade de isoflavonas presente no EHS,
observaram menor concentracdo (2,8mg/100g) de daidzeina e
(5,Amg/100g) de genisteina, do que na proteina isolada de soja
(30,8mg/100g) de daidzeina e (57,3mg/100g) de genisteina. 3% 41

1.2.5 Castanha-do-Brasil

A Bertholletia excelsa € uma arvore de grande porte, muito abundante
no norte do Brasil e na Bolivia, cujo fruto contém a castanha, que é a
semente popularmente conhecida como castanha-do-Brasil. Algumas

caracteristicas deste fruto é que leva cerca de 14 meses para ocorrer a sua
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maturacdo, este possui casca dura e lenhosa, pesa até dois quilos e
contém oito a vinte sementes triangulares de até dois centimetros de
largura e cinco centimetros de comprimento.*?

O processo de colheita da castanha-do-Brasil geralmente é realizado
por catadores florestais, que sdo moradores locais e sua comercializacéo
€ uma das principais fontes de renda das comunidades indigenas e
ribeirinhas.*? As castanheiras podem crescer até 60 m de altura e 100-180
cm diametro. Os bosques ocupam mais de 320 milhdes de hectares
distribuidos entre o Brasil, a Bolivia e o Peru, embora o Brasil tenha a maior
area, a Bolivia é atualmente a principal produtora de castanha-do-Brasil em
todo o mundo (41,6% da producgéo total), seguido pelo Brasil (35,4%) e pelo
Peru (32%).43

As castanhas em geral tém alto teor de gordura e proteina, o que
contribui para a alta densidade energética. No entanto, o perfil de
macronutrientes leva a altos niveis de saciedade*+%°, logo a ingestéo de
castanhas ndo estd associada ao aumento de peso corporal.®%4t A
castanha-do-Brasil tem aproximadamente 700 kcal a cada 100 gramas e
apresenta menor teor de carboidratos que outras nozes, ja o teor de fibra é
7,7 g a cada 100 g.*¢ Estas sdo boas fontes de lipidios e consideradas
benéficas para a saude devido a alta presenca de conteudo de acidos
graxos monoinsaturados (MUFAs) e acidos graxos poliinsaturados
(PUFAS) e baixa concentracdo de acidos graxos saturados (SFAs).46-47

Além disso, as castanhas contém ampla gama de oligoelementos em
grandes quantidades e seus efeitos estéo relacionados a beneficios para a
saude, podendo prevenir deficiéncias nutricionais. A castanha-do-Brasil
possui maior concentracdo de magnésio, cobre e zinco quando comparada
a outras nozes. O conteudo destes micronutrientes podem variar de acordo
com as caracteristicas do clima e do solo, como a fertilizacao que influencia
nos niveis de absorcéo de nutrientes pela planta.*®-4° Estudos associaram
0 consumo de castanhas com a melhor adequacéo da ingestdo de

nutrientes, além de enriquecer a qualidade da dieta dos humanos.50-51
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De fato, a modelagem de padrbes alimentares usada para avaliar o
impacto nutricional da substituicdo dos lanches por refeices com ingestéao
de castanhas revelou que a substituicdo de snacks sélidos por nozes reduz
as calorias vazias, promove a ingestdo de perfil de gordura mais favoravel
e aumenta o consumo de magnésio em quase 30%.%2

A castanha-do-Brasil tem a maior concentracdo de selénio de todas as
castanhas comestiveis, sendo, portanto, considerada a mais importante
fonte de alimentos concentrados do mineral. De acordo com os resultados
de Rehm **, uma unidade de castanha-do-Brasil pode conter até 400 pg de
selénio, enquanto outras castanhas contém menos de 1 ug.>® Além disso,
estas sdo fonte alimentar de fitoquimicos, como por exemplo os fendlicos,
flavonoides, tocoferol, lignanas e fitoesterdis. Estes compostos bioativos
estdo relacionados a capacidade antioxidante e foram associados a efeitos
benéficos para a saide humana.>>-%

Os compostos fendlicos pertencem a classe mais concentrada de
compostos bioativos em castanha-do-Brasil, e sdo encontrados livremente
ou em formas esterificadas ou ligadas.>° Dados sobre a concentracéo
fendlica em castanha-do-Brasil ainda sdo limitados e os estudos existentes
sdo escassos, além de ndo identificarem a origem dessas nozes.*? Estudos
que avaliaram compostos fendlicos e a atividade antioxidante da castanha-
do-Brasil, comparando amostras da castanha inteira com o miolo e a casca
marrom, 0s principais compostos identificados foram os fendlicos nas
formas livres e nas ligadas foram o &cido galico, &cido elagico, acido
vanilico, acido protocatecuico e catequina. A pele marrom continha maior
concentracéo desses fendlicos em comparacdo com a castanha inteira e o
miolo. Em relacdo a outros fitoquimicos como os flavonoides e lignanas, os
dados disponiveis variam significativamente, e essa discrepancia pode ser
devido as caracteristicas do clima e do solo.*5:59-60

Yang*® pesquisou o contelido de fitoesterdis em 6leo de castanha-do-
Brasil e encontrou 1,930 pg de fitosterdis por grama de 6leo, dos quais

1,325,4ug/g eram de B-sitosterol, 26,9 ug/g de campesterol e 577,5 ug/g de
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estigmasterol. Ja em outro estudo, os tocoferais totais (q, y, e d-tocoferdis)
presentes na castanha foram quantificados e apresentaram 152,8 ug/g de
tocoferdis totais. Esses tocoferdis sdo responsaveis pelas atividades
antioxidantes relacionadas aos mecanismos de protecdo das membranas
celulares dos compostos oxidaveis do citoplasma celular. Sua estrutura e
facilidade de interacdo com membranas celulares fazem desta substancia
um antioxidante mais eficiente em relacdo aos hidrossolluveis, contribuindo
eficazmente no combate ao estresse oxidativo.*8.61-63

Considerando que os individuos idosos podem apresentar diminuicao
da massa 6ssea por meio da diminuicdo na concentracdao de esteroides,
acredita-se que a suplementacdo com fitoestrégenos pode suprir essa
deficiéncia, e consequentemente, diminuir o avanco da perda éssea em

ratos machos idosos.
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2 CAPITULO 1 - EFEITO DO EXTRADO HIDROSSOLUVEL
DE SOJA OU CASTANHA-DO-BRASIL EM RATOS IDOSOS

2.1 Resumo

O objetivo foi analisar os efeitos da suplementac&o do extrato hidrossoluvel
de soja (EHS) ou castanha-do-Brasil nos fémures de ratos Wistar idosos.
Foram utilizados 27 ratos, com 577 dias, distribuidos em 3 grupos: grupo
controle (C) (n=8) recebeu dieta padréao; grupo suplementado com extrato
hidrossolavel de soja (S) (n=9) (300 mL/dia); grupo (B) (n=10), oferecida 1
unidade de castanha-do-Brasil (x3,7g) por animal/dia. O experimento teve
duracédo de 30 dias e ao final os ratos foram eutanasiados com 600 dias de
idade. Foram analisadas: a massa corporal semanalmente (g), a ingestao
de racdo (g) e de agua (mL) diariamente, foram feitas andlises biofisicas,
bioquimicas e hormonais das amostras (sangue, fémur, gordura visceral,
testiculos e glandulas sexuais acessorias) colhidas no pds-morte. Os
animais do grupo S e B consumiram menos racdo quando comparados com
o C. O grupo S consumiu menos agua em relacdo ao controle. Em relagcéo
as concentracdes dos hormonios (insulina, leptina, LH, testosterona) entre
0S grupos, estes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Nao
houve diferenca na densitometria e microtomografia 6ssea, mas a regiao
da cabeca do fémur dos ratos do grupo B apresentaram maior resisténcia
(p=0,04) (B 151+15N, C 112+37N, S 137+37N). Os fémures do grupo
controle possuiram menor concentracdo de fosforo (p=0,03; 15+1%)
comparados com os do S 16+1% e B 16+1%. Conclui-se que a ingestao de
EHS ndo interferiu no metabolismo ésseo, mas o consumo da castanha-
do-Brasil resultou em maior resisténcia 0ssea da regido da cabeca do
fémur, concentracdo de fosforo e hipertrofia das glandulas sexuais
acessorias.

Palavras-chave: Hormonios. Fitoesterois. Densidade Ossea.

Fitoestrogenos. Bertholletia.
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EFFECT OF SOYBEAN OR BRAZIL NUT ON OLD RAT

2.2 Abstract

The objective was to analyze the effects of soybean or Brazil nut
supplementation on the femurs of elderly Wistar rats. Twenty-seven rats
with 570 days of age were used, distributed in 3 groups: control group (n=8,
C) with standard diet; group S (n=9) supplemented with soy milk (300
mL/day); group B (n=10), added 1 unit of Brazil nut (+ 3.79) per animal/day.
The experiment lasted for 30 days, and at the end, the rats were euthanized
with 600 days of age. Were measured: body mass weekly (g); feed intake
(g) and water intake (mL) daily, as well as biophysical, biochemical and
hormonal analysis of postmortem samples (blood, femur, visceral fat,
testicles and sexual accessories glands) were analyzed. The animals of
group S and B consumed less ration when compared to group C. The group
S ingested less water compared to the control. Regarding the applications
of hormone concentrations (insulin, leptin, LH, testosterone) between
groups, these are not relevant. There were no difference on bone
densitometry and microtomography but femoral head from the group B rats
presented greater shear resistance (p = 0.04; B 151 + 15N, C 112 + 37N, S
137 £ 37N) than the other groups. Bones from control rats had lower
phosphorus concentration (p=0.03; 15+1%) compared to S 16£1% and B
16+1%. It was possible to concluded that soy milk intake did not interfere
on the bone metabolism, but the Brazil nut consumption resulted in greater
bone strength and phosphorus concentration on the femoral head and
accessory sex glands hypertrophy.

Keywords: Hormones. Phytosterols. Bone density. Phytoestrogens.

Bertholletia.
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2.3Introducéo

Durante o processo de senescéncia, ha um aumento da incapacidade
funcional, o que induz maior risco de quedas e fraturas, além de predispor
0s idosos ao aumento da morbimortalidade. Esses eventos adversos a
saude podem estar relacionados, em parte, a perda progressiva de tecido
muscular e 0sseo, por sarcopenia e osteoporose. Prevé-se que a
prevaléncia dos dois disturbios cresca devido ao aumento da expectativa
de vida, responsavel por importantes questdes de saude publica e custos
significativos com a salde.?

O envelhecimento masculino possui como principal sinal decorrente
da andropausa a diminuicdo da massa e forma éssea, que podem ter
associacdo com a diminuicdo dos niveis de testosterona, decorrente da
disfuncao dos testiculos pelas células de Leydig, que por sua vez, sofrem
reducdo de massa e desempenho das células restantes e reducdo da
circulagdo sanguinea dos testiculos. Em relagdo ao envelhecimento da
mulher quando presente no periodo da menopausa, seus hormonios
reprodutivos, no caso 0s estrogenos sao secretados em menor
guantidade, o que pode levar ao aumento de enfraquecimento dos
0ss0s.%4

Neste contexto, a utilizacdo de fitoestrégenos dietéticos tém recebido
atencao crescente, pois seus efeitos tém impacto na saide humana, devido
a sua estrutura, funcionalidade e semelhanga com o 17(3-estradiol. Varios
estudos relataram sobre o efeito para a saude humana, como por exemplo,
a prevencdo e o tratamento da osteoporose.>® As terapias fitoterapicas
mais comumente usadas podem incluir suplementos de fitoestrogenos e
alimentos com fontes de isoflavonas, que sdo semelhantes a estrogenos,
que por esta razdo sao considerados fitoestrogenos. Estes sao
amplamente distribuidos nas castanhas e principalmente na soja, tendo
como fitoativos de agdo mais significativa a genisteina e a daidzeina,

subtipos de isoflavonéides com acdes semelhantes as do estrogénio.’
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A soja, Glycine max, € uma leguminosa presente em alguns alimentos
processados, dentre eles, o extrato hidrossoluvel de soja (EHS) e outros
derivados.?2 Os grdos de soja sdo considerados sementes ricas em
proteinas, fonte de calcio e fonte alimentar de isoflavonas, destacando-se
a daidzeina (2.8mcg/100g) e a genisteina (5.1mcg/100g), que
desempenham papel importante na prevencéo de sintomas de menopausa
e osteoporose.’” Existem trabalhos na literatura que mostram que as
isoflavonas promovem melhora na qualidade 6ssea em mulheres
naturalmente menopausadas, porém nao ha informacfes envolvendo a
andropausa.t?

A Bertholletia excelsa, nativa da Amazbnia, € uma arvore cujo fruto
contém a castanha, que € a sua semente, denominada de castanha-do-
Brasil. Esta castanha tem em sua composi¢cdo grande quantidade de
gordura e proteina, que contribuem para a alta densidade energética, de
magneésio, cobre, zinco e isoflavonas, e em maior quantidade a daidzeina
(6mcg/100g) e genisteina (85mcg/100g).>11-12

Em funcdo da necessidade de buscar estratégias para a manutencéo
da qualidade de vida do homem na andropausa, a busca de praticas
alimentares acessiveis ha a hip6tese de que a suplementacdo com
fitoestrogenos ird suprimir a deficiéncia hormonal minimizando a perda
Ossea. Assim, o0 objetivo deste estudo foi investigar a acdo da dieta
suplementada com leite de soja ou castanha-do-brasil em parametros
bioquimicos e biofisicos da mineralizagéo 6ssea de ratos Wistar com idade
avancada.

2.4 Material e métodos

2.4.1 Animais

O experimento foi composto por 30 animais, sendo que trés destes
morreram de forma natural, totalizando 27 ratos machos da raga Rattus

novegicus albinus (Wistar), com 570 dias de idade e médias de massas
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corporais de 0,585+0,03kg no grupo controle (C), 0,598+0,04kg no grupo
suplementado com Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS) (S) e 0,608+0,03
kg no grupo suplementado com castanha-do-Brasil (B), fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP/Aracatuba) e escolhidos de forma aleatoria.

Os animais foram mantidos em gaiolas com ambiente climatizado
(21+2°C), ciclo claro/escuro de 12/12 horas, durante o periodo
experimental de 30 dias, no Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aracatuba (FMVA) - UNESP.

O protocolo experimental obedeceu aos principios éticos da
Experimentacéo Animal e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animal (CEUA) — Protocolo 00418-2017 (ANEXO A).

2.4.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais: grupo controle (C) continha n=8, grupo EHS (S) n=9 e 0
grupo castanha-do-Brasil (B) n= 10, mantidos em caixas com 2 animais por

caixa, e apenas no grupo S, uma gaiola continha apenas um animal.

2.4.3 Tratamento com extrato hidrossoluvel de soja (EHS) e castanha-
do-Brasil

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) utilizado neste tratamento foi da
marca ADES® zero acucar (Tabela 1), o mesmo lote (ADD 10 1067192) foi
utilizado até o final do tratamento.

A castanha-do-Brasil utilizada foi da marca Now Real Food®, o mesmo
lote NOW-07022 foi utilizado em todo tratamento.

Para o grupo S foi ofertado 300 mL/dia de EHS*3, que continha 3,759
de extrato de soja em cada 150mL, sendo que o consumo deste alimento

foi observado pessoalmente todos os dias até a ingestéo final. Para o grupo
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B foi oferecido separadamente e individualmente 1 unidade de castanha,
crua e sem sal, em média de 3,7 g/unidade/dial* e o consumo foi

acompanhado até a ingestédo total da castanha.

2.4.4 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi mensurada uma vez por semana

utilizando-se balanca digital Toledo® modelo 9094 por 4 semanas.

2.4.5 Consumo de racao e ingestao de liquidos e tratamento

Para os 3 (trés) grupos, C, S e B foi ofertado bebedouro de agua (500
mL/dia) e racdo que era ofertada na tampa da caixa (Primor ® MP77; 300
g/dia para cada animal) (Tabela 2).

O consumo de racéo foi calculado pela diferenca entre o oferecido e a
sobra. O mesmo foi feito no controle da ingestdo de 4gua e do EHS. As
sobras foram desprezadas, fazendo-se a reposicao de racdo, agua e EHS.

Apds quatro semanas todos os valores de consumo foram analisados,

obtendo-se a média semanal do consumo por animal.

2.4.6 Componentes séricos

Ao término do tratamento, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, sem medicacao previa para evitar alteracbes nos parametros
avaliados.

O soro foi separado do sangue em Centrifuga Fanem, modelo 206
Excelsa Baby I, a rotagéo foi de 3.500 rpm/10 minutos, na temperatura de
2°C. O soro foi fracionado e armazenado a -80°C para determinacéo das
concentragbes de testosterona, hormonio luteinizante (LH), leptina,
insulina, célcio, fésforo e atividade da fosfatase alcalina. Todos os ensaios

foram realizados em duplicata.
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A concentracao do calcio ibnico foi determinada por espectrofotometria
utilizando o Kit marca Labtest® (Calcio Liquiform).

O foésforo foi quantificado pelo método espectrofotométrico'®, utilizando
kits comerciais, marca Labtest® (Fosforo UV Liquiform).

A atividade da fosfatase alcalina foi mensurada por
espectrofotometria’®, utilizando kit comercial Labtest®.

A quantificacdo de insulina foi feita com o kit comercial Milipore’s
Porcine Insulin Radioimmunoassay (RIA). Em todos os ensaios realizou-se
a dosagem em duplicata do Controle Alto (3,125 uU/mL) e do Controle
Baixo (100 uU/mL).

A leptina foi quantificada por radioimunoensaio “in house” adaptado.'’
Em todos os ensaios foi realizada a quantificagdo em duplicata de Controle
Alto (27,476 ng/ml) e de Controle Baixo (1,743 ng/ml). O coeficiente de
variacdo inter (CA:11,61% CB: 23,14%) e intra-ensaio (CA: 9,84% CB:
23,94%) foi calculado a partir da variacdo dos controles e limites de
deteccdo, obtendo os valores da quantificacdo de 0,79 e 2,22 ng/ml,
respectivamente.

O mesmo foi realizado para a detec¢do das concentracdes de LH
obtidas por radioimunoensaio adaptado.'® Em todos os ensaios realizou-se
a dosagem de duas concentracdes de Controle Alto (5,258 ng/mL) e duas
de Controle Baixo (1,991 ng/mL). Também foi calculado o coeficiente de
variacdo inter (CA: 15,55% CB: 20,41%), intraensaio (CA: 23,29% CB:
25,60%) a partir da variagcdo dos controles e dos limites de detecgéo e de
quantificacdo, que foram de 0,72 e 0,94 ng/mL, respectivamente.

Para quantificagéo de testosterona foi utilizado o kit comercial Immulite
1000 Total Testosterone (cod. LKTW1), que consiste em um ensaio
imunoenzimatico de competicdo com emissdo de quimiluminescéncia
como sinal, sendo este avaliado em um analisador automatico modelo
Immulite 1000. As amostras foram quantificadas com Controle Alto (7,33%)
e de Controle Baixo (2,03%).
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2.4.7 Pesagem da gordura visceral, testiculos e glandulas sexuais

acessorias

ApOs a eutanasia, foram extraidos a gordura visceral, os testiculos e as
glandulas sexuais acessorias, que depois de limpos foram pesados em

uma Balanca Mettler Toledo® (AG 104, precisédo de 0,1 mg).

2.4.8 Densitometria 6ssea

A avaliacdo densitométrica foi realizada ap0s a eutanasia dos animais,
conforme descrito no artigo de Stringhetta-Garcia®®, os fémures foram
desarticulados e dissecados, em seguida, as imagens foram capturadas
por absorciometria de raio X de dupla energia (DXA) por meio do
densitdmetro modelo DPX-ALPHA LUNAR.

Posteriormente, as imagens iniciais e finais foram manualmente
contornadas para obtencdo dos valores de area (cm?), conteido mineral

0sseo — CMO (g) e densidade mineral 6ssea — DMO (g/cm?2).

2.4.9 Ensaio mecanico

Os fémures foram submetidos ao ensaio mecanico destrutivo de flexao
em trés pontos em maquina universal EMIC®, modelo DL 3000
(Departamento de Materiais Dentarios da FOA/UNESP-Aracatuba).*®

2.4.10 Microtomografia 6ssea

A microtomografia 0ssea foi realizada na FOA/Unesp por meio de
microtomoégrafo computadorizado Skyscan 1272 (Skyscan, Aartselaar,
Bélgica) utilizado para avaliacdo tridimensional ndo destrutiva da
arquitetura 6ssea.’® O fémur foi posicionado craniocaudalmente para
analise. A regidao de interesse de o0sso trabecular foi manualmente

interpolada, resultando em 100 slides (fatias) abaixo da placa de
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crescimento, com resolucédo de 12x12x12 pum. Os parametros analisados
para o 0sso trabecular foram: BV/TV (%) — volume 6sseo trabecular como
porcentagem do volume tecidual; Th.Th (um) — espessura trabecular e Th.
N (1/mm) — namero de trabéculas por milimetro de tecido. Para o 0sso
cortical foram: Po.N (mms3) — numeros de poros fechados e Po (%) —

porcentagem de poros fechados.

2.4.11 Quantificacado de material mineral 6sseo por calcinacao

A quantidade de material mineral foi avaliada colocando-se 0s 0ssos
em estufa durante 24 horas a uma temperatura de 100°C para a remocao
da umidade, até ter o peso continuo. Em seguida, os ossos foram levados
para mufla a 600°C, onde permaneceram por 6 horas, obtendo-se as
cinzas. Apos resfriamento em dessecador, as massas das cinzas foram
avaliadas utilizando-se balanca de preciséo (0,0001g). Apoés calcinados, os
ossos foram macerados em cadinho com pistilo. O p6 das cinzas dos 0ssos
foi pesado (1,2 mg) em balanca de precisdo Balanca Mettler Toledo® (AG
104, precisdo de 0,1 mg), e diluidas em 800 uL HCL e neutralizadas em
700 L NaOH. Subsequente as solucdes foram diluidas na proporcédo 1:5 em
agua deionizada. O teor de célcio foi determinado com o kit da marca
Bioclin para calcio (Arsenazo lll), enquanto que a concentracao de fésforo
foi determinada com o kit comercial da marca Bioclin (Fosforo Color). Os
valores de absorbancia foram dados pelo leitor de microplacas Power Wave
340, Biotek®. O grau de mineralizacédo foi estimado pela razdo entre a

massa de cinzas e massa 6ssea seca.

2.4.12 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média e desvio
padrdo. Realizou-se o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, além da

Andlise de Variancia (ANOVA) para as variaveis bioquimicas e biofisicas e
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0 Tukey como poés-teste para a comparacao dos trés tratamentos. Para
analise do consumo de racdo, agua e peso dos animais utilizou-se a
ANOVA medidas repetidas, sendo considerado P<0,05 para significancia e
P<0,1 para tendéncia.

2.5 Resultados

2.5.1 Massa corporal, consumo de racéo e 4gua

Apés os 30 dias a massa corporal (g) dos animais ndo variou entre as
semanas e entre 0s grupos (p=0,59) (C= 610+0,04g; S= 610+0,04g e B=
628+0,039) (Tabela 3).

Houve diferenca no consumo de ragao entre as semanas de tratamento
nos grupos C (12 35+5,82¢g/dia; 22 39,10+2,65¢g/dia; 32 37,36+4,35¢g/dia; 42
36+4,35/dia), S (12 27,3+3,88/dia; 22 29,26+2,81¢g/dia; 32 31,91+3,09¢g/dia;
42 30,33+3,14g/dia) e B (12 27,29+ 3,85/dia; 22 26,12+ 2,75/dia; 32 28,51+
2,97/dia; 42 25,28+ 3,01g/dia) (p= 5,6E-07; p= 2,0E-12 e p= 1,7E-12,
respectivamente), ja entre os grupos S e B observou-se menor consumo
guando comparados ao grupo C em todas as quatro semanas de
tratamento (p= 5,0E-30; p= 3,0E-66, p= 1,0E-49 e p=5,0E-46).

A oferta de EHS no grupo S aumentou o consumo a ingestédo de liquido
(ml) ao longo do tempo: grupo S (p=6,00E-08; 12 188,8+8,33; 22
186,51+5,51; 32 187,51+6,00; 42 186,03+6,30mL/dia) quando comparados
com o grupo C (12 70,89+9,20; 22 72,59+9,49; 32 73,84+9,29; 42
70,71+13,58mL/dia) e B (12 72,93+9,31; 22 73,70+6,83; 32 76,21+7,24; 42
74,79+7,19mL/dia).

2.5.2 Massa da gordura visceral, testiculos e glandulas sexuais

acessorias
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Ao final do tratamento nos animais do grupo B houve tendéncia
(p=0,06) de aumento da massa da gordura visceral, comparado com o0
grudo C e S, (C= 15,8%+4,1g, S= 14,2+6,5g e B= 19,8+5,0g). Nao houve
diferenca do peso dos testiculos entre os grupos (p= 0,52; C=4,11+0,93g,
S= 4,100,829 e B= 3,78+0,41g). Porém, o peso das glandulas sexuais
acessorias (glandulas vesiculares e bulbouretrais somadas) foi maior
(p=0,02) no grupo B (C= 1,6+0,3g, S= 1,7+0,4g e B= 2,1+0,4g) que nos

demais grupos.

2.5.3 Componentes séricos

As concentragdes de calcio (p= 0,66; C= 10,7+£0,6 mg/dL, S= 10,4+0,7
mg/dL e B= 10,4+0,3 mg/dL), fésforo (p= 0,87; C= 8,3+0,8 mg/dL, S=
7,941,9 mg/dL e B=8,0+1,1 mg/dL) e atividade da fosfatase alcalina (U/mL)
nao diferiram entre os grupos (p= 0,60; C= 81,4+34,1, S= 91,9+31,3 e B=
96,2+25,0).

As concentragdes de insulina (p= 0,58; C=6,85+0,68 uU/ml, S= 8,8+3,3
uU/mL e B=8,8+4,3uU/mL), leptina (p=0,59; C=1,2+0,7 uU/mL, S=1,3+0,1
uU/mL e B= 1,5+0,5 uU/mL), horménio luteinizante (LH) (p= 0,53; C=
0,5%0,2 ng/mL, S=0,6+0,1 ng/mL e B= 0,6£0,1 ng/mL) e o testosterona (p=
0,60; C= 1,4+1,1 ng/mL, S= 0,9+0,5 ng/mL e B= 0,7+£0,5 ng/mL) n&o

diferiram entre os grupos.

2.5.4 Andlise da estrutura 6ssea

N&o houve diferenca na densitometria mineral 6ssea (DMO) do fémur
entre 0s grupos. A resisténcia na regido da cabeca do fémur foi maior no
grupo B do que no grupo C e do grupo S. Em relacéo a rigidez do fémur
nao teve diferenca entre os grupos (Tabela 4).

N&o houve diferengca na porcentagem de volume 6sseo (BV/TV) (p=
0,82; C= 75,5+7,7%, S= 75,8+3,8% e B= 79,7+10 %), na espessura (Th.
Th) (p=0,74; C= 0,2+0,01 mm, S= 0,2+0,00 mm e B= 0,2+0,02 mm) e no
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namero de trabéculas (Tb.N) (p= 0,16; C= 4,5+£0,24, S= 4,2+0,17 e B=
4,0+0,35) quando o0s o0ssos trabeculares foram avaliados por
microtomografia. Na avaliagdo do osso cortical ndo teve diferengca no
namero de poros (Po.N) (p=0,58; C=0,67+1,15, S=0,7+1,2 e B=1,7£1,5)
e na porcentagem de poros (Po) (p= 0,74; C=0,18+0,01%, S= 0,05+£0,1%
e B=0,2+0,3%) entre 0s grupos.

A porcentagem de célcio no osso tendeu ser maior nos grupos S (7%)
e B (11%) quando comparados com o grupo C. A concentragdo de fosforo
do grupo B foi maior (7%) que nos grupos C e S. Quanto ao grau de
mineralizacdo dos fémures, houve tendéncia a ser maior no grupo B

quando comparados com os grupos C e S (Tabela 4).

2.6 Discusséao e conclusao

2.6.1 Andlise da estrutura 6ssea

Diferente do esperado, a suplementacdo com extrato hidrossoluvel de
soja e castanha-do-Brasil ndo interferiu na DMO do fémur de ratos idosos.
O consumo de uma unidade de castanha-do-Brasil pelos ratos teve média
de 3,7g/dia, sendo equivalente a 33 unidades para o humano. Ha poucos
estudos sobre a avaliacdo do efeito da ingestdo de EHS na densitomietria
O0ssea em ratos naturalmente envelhecidos. No entanto, a exposi¢ao
neonatal a genisteina e daidzeina, isoflavonas da soja aumentou a
densidade mineral 6ssea e forca na vértebra lombar na idade jovem,
sugerindo que as isoflavonas tiveram fungcdo semelhante ao estrogénio
enddgeno sobre o desenvolvimento ésseo em camundongos fémeas.?° O
consumo de soja na dieta estimulou o crescimento 0sseo tanto em ratas
ovariectomizadas quanto intactas; a suplementagcédo com as isoflavonas da
soja produziu maior DMO e melhor estrutura tanto do fémur quanto das
vértebras lombares.??4 Suplementos de proteina de soja com altos teores

de isoflavonas provocaram a diminuicdo de perda 0ssea em mulheres na
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pés-menopausa?® As isoflavonas da soja previniram a perda Ossea
osteoporética em mulheres, reduzindo a reabsorcédo 0ssea e promovendo
a formacéo 6ssea.?®

No estudo de cisalhamento foi possivel observar que a forca maxima
da cabeca do fémur foi maior no grupo B em relacdo aos outros grupos,
mas ndo houve diferenca na forca maxima de cisalhamento no terco médio
entre os grupos. A rigidez tanto da cabec¢a do fémur, quanto do terco médio
ndo diferiu entre os grupos. As variaveis do ensaio mecéanico (EMIC)
fornecem informacdes sobre as propriedades dinamicas e estéo
relacionadas a resisténcia 6ssea.?’, sendo esta Ultima relacionada com a
concentracdo de célcio e fosforo para uma boa resposta Ossea as
homeostases mineral e esquelética.?®

Além disso, a suplementacdo com EHS ou castanha-do-Brasil
provocou uma tendéncia de aumento na porcentagem de calcio nas cinzas
dos fémures que foi determinante para DMO e forca 6ssea.?® Em humanos
a suplementacdo com genisteina promoveu a mineralizacdo Ossea
aumentando o calcio, fosforo e magnésio além de ajustar a calcitonina
sérica para prevencdo da osteoporose.*°

Apesar das suplementacdes no presente estudo nado alterarem a
microarquitetura trabecular e cortical, outro estudo com camundongos
machos de 13 semanas de idade apresentaram aumento na BV/TV, Tb.
N e DMO.3! Observou-se que a exposicdo precoce com daidzeina nos
camundongos fémeas melhorou a conectividade trabecular, incluindo o
aumento de Th.N, o que favoreceu a prevencéo da osteoporose, reduzindo
a porosidade 6ssea e aumentando o suporte estrutural dos 0ssos.?°

Mesmo nao havendo estudos associando a ingestdo da castanha-do-
brasil com biomarcadores 6sseos, foi possivel observar que o consumo em
curto prazo (4 semanas) nao interferiu na DMO, mas melhorou a resisténcia
da regido da cabeca do fémur de ratos machos idosos, sendo esta
observagédo confirmada pelo aumento na concentracdo de fésforo e

tendéncia de aumento no percentual de calcio nos 0ssos.
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2.6.2 Massa corporal, consumo de racdo e agua

N&o houve influéncia do consumo de EHS ou de castanha na massa
corporal (g) dos animais entre os grupos. Entretanto, os animais dos grupos
S consumiram menos racdo e 4gua, porém ao incluir o consumo de EHS
como sendo agua, a quantidade de ingestdo de liquidos no grupo S foi
maior que os grupos C e B. Esse excesso pode ser explicado pela elevada
palatabilidade do EHS. A reducdo na ingestdo de alimentos também foi
observada por Anderson®, em homens jovens suplementados com
proteina de soja.

A suplementacdo com castanha também reduziu o consumo de racao
guando comparado ao controle. Provavelmente as proteinas, fibras e
lipideos presentes nas oleaginosas aumentam a saciedade.33

As castanhas s&o ricas em lipidios, principalmente em MUFAs (Acidos
graxos monossaturados) e PUFAs (Acidos graxos poliinsaturados), além
de possuirem alta densidade energética. Apesar da elevada composi¢cao
caldrica, o consumo de castanhas por curto periodo ndo aumentou a massa
corporal dos ratos. Em estudo com adolescentes obesas a ingestdo de
castanha nao alterou a massa corporal, a circunferéncia da cintura e o IMC,

devido ao possivel estimulo na saciedade.343%

2.6.3 Componentes séricos

A atividade da fosfatase alcalina e as concentracdes de calcio e fésforo
no soro nao diferiram entre os grupos, sugerindo que esses marcadores
bioguimicos de formagéo 0ssea nao foram alterados. Ha relato de que as
isoflavonas impactam o metabolismo 6sseo estimulando a atividade
osteoblastica.?® Provavelmente os fitoestrogenos auxiliaram na

degeneragdo 0ssea, mas ndo aumentaram a formacdo de tecido ésseo,
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considerando ainda se tratar de ratos idosos. Nao foram encontrados
estudos relacionados a formacao 6ssea associada a castanha-do-Brasil.

Apesar de nado ter diferenga estatisticamente significativa, a
concentracéo de insulina do grupo S foi 29% acima do grupo C. Ha relatos
de que a alimentacdo com proteina de soja melhorou a tolerancia a glicose,
a sensibilidade e a insulina em ratos machos.?” Mas o consumo de
castanha por 16 semanas nao influenciou a homeostase da glicose em
adolescentes.®?

No presente estudo ndo houve diferenca estatistica significativa na
concentragdo do LH entre os grupos, mas os ratos do grupo B possuiram
concentracdo de testosterona 46% acima do grupo C. Em humanos os
baixos niveis de testosterona podem provocar risco de osteoporose e
fratura.®®3% E em camundongos machos, a alimentacdo dietética de

isoflavonas também reduziu a concentracéo plasmatica de testosterona.*°

2.6.4 Massa da gordura abdominal, testiculos e glandulas sexuais

acessorias

A massa de gordura abdominal do grupo B teve tendéncia a ser maior
em 25%, quando comparada ao grupo C. Estudo com ratos machos
gerados de ratas com restricdo de proteina e que receberam soja ou
caseina ap0s o nascimento mostraram que a dieta com soja reduziu o
percentual de gordura, comparado com a caseina. Na dieta de soja o0s
animais consumiram a mesma quantidade de dieta daqueles alimentados
com caseina.*

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos em relacao
aos pesos dos testiculos entre 0s grupos tratados e o controle, confirmando
0 mesmo achado em estudo com suplementagdo com soja por nove
semanas em camundongos machos, sendo que o peso médio dos
testiculos ndo se alterou quando comparado ao controle.*!

Conclui-se que a ingestao de extrato hidrossoluvel de soja ou castanha-

do-Brasil ndo alterou a massa corporal, 0s componentes e as
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concentracbes dos hormonios plasmaticos. O consumo de EHS néo
interferiu no metabolismo 6sseo, mas o consumo da castanha resultou em
maior forca 6ssea da cabeca do fémur, concentragcédo de fésforo no fémur
e provocou hipertrofia das glandulas sexuais acessoOrias nos ratos com
idade avancada, porém ainda sdo necessarios mais estudos com castanha-
do-brasil para entender os mecanismos biolégicos e bioquimicos pelos

quais os fitoestrogenos exercem fungdo na estrutura mineral 6ssea.
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Tabela 1- Composicéo Nutricional da Racdo Primor® MP77.

Informac¢des Nutricionais

Magnésio
Ferro

Cobre
Zinco
Manganés
lodo
Selénio
Cobalto
Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina E
Vitamina K
Acido Fdlico
Biotina
Colina
Niacina
Pantotenato de calcio
Tiamina
Riboflavina
Piridoxina

Antioxidante
Acido propi6nico

Carboidratos
Umidade maxima
Proteina bruta (min.)
Extrato etéreo (min.)
Matéria fibrosa (max.)
Matéria mineral
(max.)

Calcio (min.)

Célcio (max.)

Fosforo (min.)

0,006 mg
180 mg
30 mg
110 mg
110 mg
1mg
0,2 mg
2 mg
25.577 Ul
4.000 UI
82 mg
6,40 mg
13 mg
0.16 mg
2.800 mg
220 mg
90 mg
11 mg
12 mg
vit. B6
HCI
200 mg
1.486 mg

55%
13%
23%
4%
7%

10%
1,10%
1,30%
0,85%

Fonte: Fornecidos pelo Fabricante, Primor®, via email.
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Tabela 2- Composicédo Nutricional do Extrato Hidrossoluvel de Soja ADES®
Zero.

Informacdes nutricionais

Porcdo de 200 mL (1copo) %VD*
59 kcal - 247

Valor energético KJ 4%
Carboidratos, dos quais: 2,44 1%
Lactose 0Og *x
Acucares 0,79 *
Proteinas 529 7%
Gorduras totais, das quais: 3,19 6%
Gorduras saturadas 0,49 2%
Gorduras trans 0g o
Gorduras monoinsaturadas 0,69 *x
Gorduras poliinsaturadas 189 o
Colesterol 0mg *x
Fibra alimentar 199 8%
Saodio 166 mg 8%
Célcio 166 mg 24%
Zinco 1,1 mg 16%
Vitamina E 1,5mg 15%
Vitamina B2 0,39 30%
Vitamina B6 0,20 mg 15%
Vitamina A 90 um 15%
Acido félico 36 ym 15%
Vitamina D 2,0 ym 40%
Vitamina B12 0,96 40%

Fonte: Site do fabricante,
http://www.ades.com.br/produtos/detalhe/644889/ades-original
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Tabela 3- Massa corporal (g) dos ratos idosos, tratados com extrato hidrossoluvel de soja (EHS) (300mL/dia) ou

castanha-do-Brasil (1 unidade/dia/animal) por 30 dias com controle semanal (MédiatDesvio Padrao).

Grupos Massa corporal (g)/Dias de idade p value
570d 577d 584d 591d 600d
Controle (n=8) 585+0,03 570+0,04 590+0,03 610+0,04  600+0,03 0,405
EHS (n=9) 598+0,04 589+0,05 593+0,06 610+0,04 610+0,04 0,918
Castanha-do-Brasil (n=10) 608+0,03 613+0,03 618+0,03 628+0,03 629+0,03 0,750
p value 0,514 0,14 0,4 0,59 0,56

*ANOVA — Nao houve diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p<0.05)
*Semanas de tratamento identificadas com as idades dos animais.



45

Tabela 4- Andlise da estrutura éssea dos ratos idosos, aos 600 dias de idade, suplementados por 30 dias com

extrato hidrossoluvel de soja (EHS) (150 mL/dia/animal) ou castanha-do-Brasil (1 unidade/dia/animal) ou sem
tratamento (MédiatDesvio Padréo).

Grupo Dados Biofisicos
DMO(g/cm?) Fmax-c (N) R-c (103N/m)  Fmax-tm (N) R-tm (103N/m) % Cinzas % Célcio % Fdsforo
Controle 0,382+0,02 112,16+37,09% 329,56+132,38 194,72+37,85 325,53+71,87 54,844,152 27,45+1,45 14,72+1,022
EHS 0,386+0,05 136,94+36,92% 358,82+51,03 202,58+24,95 371,42+75,63 56,7+1,60* 30,31+3,55 15,69+1,022
Castanha-do-Brasil 0,380+0,03 151,05+14,53* 366,95+69,66 185+47,93 386,73+60,63 57,76+1,52° 30,55+2,69 16,16+1,18°
p value 0,90 0,04 0,66 0,62 0,18 0,072 0,051 0,03
*ANOVA - Houve diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p<0.05) — letras minusculas= diferenca estatistica entre os grupos.

** DMO (g/m?)= densitometria 0ssea; Fmax-c (N)= forca maxima da cabec¢a do fémur; R-c (103N/m)= rigidez da cabeca do fémur; Fmax-tm (N)=

forca méxima do terco médio da tibia; R-tm (103N/m)= rigidez do ter¢co médio da tibia; % Cinzas= porcentagem de cinzas; % Calcio= porcentagem
de Célcio e % Fasforo= porcentagem de fésforo (%),
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Abbreviations
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The use of standardized nomenclature in all fields of science and medicine is an es-
sential step toward the integration and linking of scientific information reported in published
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ble:
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onyrns for the gene the first tirne it appears in the text.

The Recommended International Mon-Froprietary Name (rIMN) of drugs should be provided.
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length Paper, Short Cormmunication, Review Article, Overview, Concepts and Comments, or
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Full-length paper
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« the text should be divided into separate sections (Introduction, Material and
Methods, Results, Discussion), without a separate section for conclusions

« mo more than 40 references (without exceptions)
Short communication
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tured abstracts in a single paragraph. The abstract should not exceed 260 words.
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tions onwriting a good abstract
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lobr/bymbr;articles search/zubject) to index published articles.
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Running title
This short title, to be used as a page heading, should not exoeed 60 letters and spaces.
Corresponding author

One of the authors should be designated as the cormesponding author. It is the cor-
responding author's responsibility to ensure that the author list is accurate and complete.
If the article has been submitted on behalf of a consortium, all consortiurm members and
affiliations should be listed in the Acknowledgments section.

Provide the name and email address of the author to whom correspondence should
be sent.

Intreduction

The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As
you compose the Introduction, think of readers whao are not experts in this field. This should
state the purpose of the investigation and justification for undertaking the research and
relationship to other work in the field. An extensive listing or review of the literature should
not be used. If there are relevant controversies or disagreements in the field, they should be
mentioned so that a nc:n—ex1perl reader can delve into these issues further. The Introduction
should conclude with a brief statement of the overall aim of the experiments and a comment
about what was achieved.

Material and Methods

sufficient information should be provided in the text or by referring to papers in gen-
erally available journals to permit the work to be repeated.

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols
for new methods should be included, but well-established protocols may simply be refer-
enced. We encourage authors to submit, as separate files, detailed protocols for newer or
less well-established methods. These will be linked to the article and will be fully accessable.

Results

The results should be presented clearly and concisely. Tables and figures should be
used only when necessary for effective comprehension of the data. The Results section
should provide results of all of the experiments that are required to support the conclusions
of the paper. There is no specific word limit for this section, but a description of experiments
that are peripheral to the main message of the article and that detract from the focus of
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the article should not be included. The section may be divided into subsections, each with
a concise subheading. Large datasets, including raw data, should be submitted as supple-
mentary files; these are published online linked to the article. The Results section should be
writhen in past tense. In some situations, it may be desirable to combine Results and Dis-
cussion into a single section.

Discussion

The purpose of the Discussion is to identify new and relevant results and relate themn
to existing knowledge. Information given elsewhere in the text, especially in Results, may
be cited but all of the results should not be repeated in detail in the Discussion. The Dis-
cussion should spell out the major conclusions and interpretations of the work including
some explanation of the significance of these conclusions. How do the conclusions affect
the existing assumptions and models in the field? How can future research build on these
observations? What are the key experiments that must be done? The Discussion should be
concise and tightly argued. If warranted, the Results and Discussion may be combined into
one section.
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Figures

Figures must be submitted in high-resolution version (600 dpi). Please ensure that
the files conform to our Guidelines for Figure Preparation when preparing your figures for
production.

Preparing figure files for submission

The Brazilian Journal of Medical and Biological Research encourages authors to use
figures where this will increase the clarity of an article. The use of color figures in articles is
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The following file format can be accepted: TIFF (suitable for images) — with 600 dpi.
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Tables

Electron micrographs must contain @ magnification bar with its equivalence in
micrometers. This information can be found on all micrographs together with the
magnification size.

Details of any stains used and the method of preparation the sample should
be given in the figure legend or in the Material and Methods section.

Detailed inforration about the microscope used should be included in the
Materal and Methods section.

«  The type of camera, photographic software and details of any subsequent
image manipulation should be included in the Material and Methods section.

+ Tables must be submitted in Word ( doc) or Excel {xds), not as animage.
+ Tables must be numbered consecutively with Arabic numerals in the text.
« Al explanatory information should be given in a footnote below the table.

« Al abbreviations must be defined in this footnote, even if they are explained in
the text.

+ Tables must be understandable without referring to the text.
+ Tables occupying more than one printed page should be avoided, if possible.

« Vertical and diagonal lines should not be used in tables; instead, indentation
and vertical or horizontal space should be used to group data.

+ Tables in Excel must be cell-based; do not use picture elements, text boxes,
tabs, or returns in tables.
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