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CONSUMO DE EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA (EHS) DIMINUI A
QUALIDADE DO TECIDO OSSEO DE RATOS MACHOS JOVENS

RESUMO

Nos ultimos anos, a soja tem sido objeto de varios estudos devido ao aumento do
consumo de seus derivados, no entanto ainda n&o ha consenso sobre as reais
efeitos deste alimento. A soja € uma leguminosa rica em proteinas, fonte de calcio e
isoflavonas. Um dos possiveis efeitos das isoflavonas € de reduzir a perda dssea na
menopausa. A proposta desse estudo foi analisar a influéncia da dieta suplementada
com extrato hidrossoluvel de soja (EHS) na massa 6ssea de ratos jovens. Foram
utilizados 16 ratos Novergicus Albinus linhagem Wistar, machos, jovens e saudaveis.
Aleatoriamente, foram separados em dois grupos: controle (GC), que permaneceram
por 11 semanas em gaiola comum recebendo 500 ml de agua e 300g de racgao
diariamente, e suplementado (GS), ao qual foi oferecido além de agua e ragao, 500
ml de leite a base de soja, durante 0 mesmo periodo experimental do controle.
Durante o periodo experimental o consumo de ragéo e ingestdo de liquidos foram
mensurados, bem como a massa dos animais. Ao final do periodo experimental os
animais foram anestesiados com Ketamina e Xilasina e realizou-se coleta de sangue
por meio de puncdo cardiaca e depois eutanasiados por decapitagdo. Os 0ssos
foram submetidos a densitometria 6ssea — DXA e ensaio mecanico, para avaliagao
da densidade mineral dssea - DMO (g/cm?), Forca Maxima (N) e Rigidez (kN/m). O
sangue foi centrifugado para obtencdo do plasma e determinagdo da concentracao
de calcio, fésforo e fosfatase alcalina. O consumo de EHS provocou diminuicao da
DMO, for¢a maxima e rigidez. Conclui-se assim, que o extrato hidrossoluvel de soja

influenciou negativamente nas propriedades 6sseas de ratos jovens machos.

Palavras-chave: densitometria; disturbios do metabolismo do calcio; leite de soja.



CONSUMPTION OF SOY EXTRACT SOLUBLE DECREASES THE QUALITY OF
BONE TISSUE OF YOUNG MALE RATS

ABSTRACT

In recent years, soy has been the subject a lot of studies due to increased
consumption of their products, however there is still no consensus on the actual
properties of this food. Soybeans are a rich legume protein, a source of calcium and
isoflavones. One of the possible effects of isoflavones is to reduce bone loss at
menopause. The purpose of this study was to analyze the influence of diet
supplemented with (SES) in bone mass in young rats. 16 rats Novergicus Albinus
Wistar strain, male, young and healthy were used. Randomly separated into two
groups, control (GC), which remained for 11 weeks in common cage receiving 500 ml
of water and 300 g of feed daily, and the second group supplemented (GS), that was
offered in addition to water and feed 500ml of milk to soy. During the experimental
period, feed intake and intake of liquids were measured as well as the mass of
animals. At the end of the experimental period the animals were anesthetized with
ketamine and xylazine, held blood collection by cardiac puncture and then
euthanized by decapitation. The bones underwent bone densitometry - DXA and
mechanical testing for bone mineral density - BMD (g / cm 2) Maximum Strength (N)
and stiffness (kN / m), respectively. Blood was centrifuged to obtain the plasma to
determine the concentrations of calcium, phosphorus, and alkaline phosphatase. The
consumption of EHS caused decreased bone properties BMD, maximum strength
and rigidity. Concluding that the water extract of soy beans caused a significant

decrease of bone properties.

Keywords: densitometry; calcium metabolism disorders; soy milk.



1 Introdugao

O crescimento e a manutengao do tecido 6sseo dependem de uma
grande variedade de fatores genéticos e ambientais. Fatores ambientais tais
como dieta e estilo de vida contribuem com 30 a 40% da DMO. Um dos fatores
ambientais de maior relevancia para a saude éssea € o teor dietético de calcio
(BUZINARO et al.,, 2006). Na infancia o calcio & necessario para a
mineralizagdo e crescimento 6sseos adequados (MATAKOVIC et al., 1979).
Este mineral € geralmente mais abundante e biodisponivel no leite bovino e
derivados (ANDERSON, 2003; WEAVER et al., 1999). Quando comparada a
biodisponibilidade do calcio do extrato hidrossoluvel de soja ao leite da vaca
verificaram que a do primeiro correspondia a apenas 75% da do segundo.
Considerando-se o papel que o calcio representa para a manutengao da saude
0ssea, a relevancia da dieta no fornecimento dos requisitos diarios deve ser
ressaltada (HEANEY et al., 2000).

Com a mudanca dos costumes e necessidades dietéticas das
populacdes (pessoas optando por dietas vegetarianas exclusivas, grande
incidéncia de pessoas com intolerancia a lactose ou a alergia a proteina do
leite de vaca) o consumo “leite de soja” tem aumentado, e este pode acarretar
alguns problemas como perda da massa déssea, caibras, irritabilidade, além ser
um mineral necessario na transmissao nervosa e na regulagcao dos batimentos
cardiacos. (KROEZE, 1990).

A soja, Glycinemax, € uma leguminosa da familia Fabaceae, muito
usada nas dietas de paises Asiaticos ha milhares de anos, como alimento
basico (DELIZA et al., 2002). Graos de soja sao sementes ricas em proteinas,
fonte de calcio e também a mais importante fonte alimentar de isoflavonas
(COWARD et al., 1998).

Estudos em seres humanos, animais e cultura de células sugerem que
este fitoestrogeno desempenha papel importante na prevencao de sintomas de
menopausa, osteoporose, cancer e doengas cardiacas (KURZER; XIiA, 1997).
Fitoestrogenos sdo compostos que exercem efeitos estrogénicos no sistema
nervoso central (LIEBERMAN, 1996). Ressalta-se que isoflavonas mostram

padroes similares de metabolismo e disposicdo em animais e humanos e



sofrem metabolismo significativo por bactérias no trato gastrointestinal
(SETCHELL; ADLERCREVTZ, 1988). No entanto os efeitos do EHS s&o
controversos (NIKANDER et al.,, 2004; MEI et al., 2001; KREIJKAMP-
KASPERS et al., 2004). Uma dieta elevada em proteinas de origem animal
pode aumentar a absorgdo intestinal de calcio em comparagdo a dietas
elevadas com proteinas de origem vegetal, como a soja, 0 que sugere que as
proteinas animais podem conferir maior beneficio esquelético em comparagao
com a soja (GAFFNEY-STOMBERG et al. 2014).

Tal como acontece com muitos outros compostos como o alcool ou
cafeina, ha muitos pros e contras associados ao consumo de soja.
Consumidores devem estar cientes de que a soja acarreta perturbacdo do
sistema enddcrino. Mulheres gravidas, amamentando ou tentando engravidar
devem usar alimentos de soja com cautela e estar ciente de que a formula de
soja pode nédo ser a melhor opgdo para seus bebés. Idosos especialmente
aqueles com niveis elevados de colesterol, podem consumir produtos a base
de soja, sugerindo efeitos modestos a saude é6ssea e cardiovascular, e talvez
diminuicdo do risco de carcinogénese (LAGARI; LEVIS, 2013).

O estrogénio desempenha papel significativo no tecido 6sseo de
mulheres (LAGARI; LEVIS, 2010). Os efeitos da proteina de soja sobre o
metabolismo 6sseo de mulheres tém sido atribuidos largamente ao seu
conteudo de fitoestrogenos. No entanto ndo ha nenhuma alegagcéo de saude
existente sobre consumo de soja para a saude 6ssea do homem. Assim, a
hipétese é que o fitoestrégeno, presente na soja, melhora a qualidade 6ssea de
ratos Wistar machos jovens, por apresentar diminuicdo da atividade

osteoclastica.



2 Objetivo

Analisar a agao da dieta suplementada com extrato hidrossoluvel de soja

na massa o0ssea de animais jovens machos e saudaveis.

3 Material e método

3.1 Animais

Foram utilizados 16 ratos, machos, com 30 dias de idade, da raga Rattus
novergicus albinus, Wistar, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP/Aracatuba,
escolhidos aleatoriamente. Os animais foram mantidos em ambiente
climatizado (21+2°C) e ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias), no Biotério da
FMVA/UNESP/Aracgatuba. O protocolo experimental estda de acordo com os
principios éticos da Experimentagdo Animal e foi aprovado pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) — Protocolo 2012-02399.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais:
Grupo Controle (C) e Grupo Suplementado (S) — contendo 8 animais cada,

mantidos em caixas proprias para animais experimentais (4 animais por caixa).
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3.3 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi mensurada uma vez por semana
utilizando-se balanca digital de precisdo Toledo® sendo a primeira
determinagdo no inicio do experimento e a ultima mensuragédo no dia do

sacrificio dos animais.

3.4 Consumo de racao e ingestao de liquidos

Para o grupo C foi ofertado bebedouro contendo agua (500 mL) e ragao
(300g) Presence®, Paulinia, SP, Brasil, cujas informagdes nutricionais estéo
presentes na Figura 2. Para o grupo S foi ofertado bebedouro contendo agua
(500mL), outro contendo EHS (500mL) cuja informagdes nutricionais estao
presentes na Figura 1, e ragdo (300g). Durante o periodo experimental, a
ingestao de liquidos e o consumo de ragao foram mensurados diariamente, no
mesmo horario (9h). O consumo de ragao foi encontrado pela diferenca entre o
colocado inicialmente e as sobras. O mesmo ocorreu para o controle de
ingestado de agua e EHS. As sobras foram desprezadas, fazendo-se reposigéo
de agua, EHS e da racdo. Apos 11 semanas todos os valores de consumo

foram analisados, obtendo-se a média semanal do consumo por animal.
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Informagoes nutricionais

Porcao de 200 ml (1copo) %\VD*
77 kcal - 323
Valor energético KJ 4%
Carboidratos, dos quais: 7,49 3%
Lactose 0g >
Acucares 6,59 >
Proteinas 519 7%
Gorduras totais, das quais: 39 6%
Gorduras saturadas 0,49 2%
Gorduras trans 0g *
Gorduras monoinsaturadas 0,8¢g >
Gorduras poliinsaturadas 1,89 *
Colesterol 0 mg >
Fibra alimentar 0,79 3%
Sadio 190 mg 8%
Calcio 240 mg 24%
Zinco 1,1 mg 15%
Vitamina C 6,8 mg 15%
Vitamina E 1,5 mg 15%
Vitamina Bg 0,20 mg 15%
Vitamina A 90 um 15%
Acido félico 36 um 15%
Vitamina D 2,0 ym 40%
Vitamina B2 1,0 ym 40%
Vitamina B, 0,20 mg 40%

Fonte: Site do fabricante, http://www.ades.com.br/produtos/detalhe/645217/ades-original-1I

FIGURA 1 - Informac¢des nutricionais do extrato hidrossoluvel de soja



Informagoes nutricionais

Magnésio 0,006 mg
Ferro 180 mg
Cobre 30 mg
Zinco 110 mg
Manganés 110 mg
lodo 1 mg
Selénio 0,2 mg
Cobalto 2 mg
Vitamina A 25.577 Ul
Vitamina D3 4.000 UI
Vitamina E 82 mg
Vitamina K 6,40 mg
Acido Félico 13 mg
Biotina 0.16 mg
Colina 2.800 mg
Niacina 220 mg
Pantotenato de calcio 90 mg
Tiamina 11 mg
Riboflavina 12 mg
Piridoxina vit. B6
HCI
Antioxidante 200 mg
Acido propidnico  1.486 mg
Carboidratos 55%
Umidade maxima 13%
Proteina bruta (min.) 23%
Extrato etéreo (min.) 4%
Matéria fibrosa (max.) 7%
Matéria mineral 10%
(max.)
Célcio (min.) 1,20%
Calcio (max.) 1,30%
Faésforo (min.) 0,85%

Fonte: Fornecidas pelo fabricante, Nutrimentos Presence®, via email.

FIGURA 2- Informagdes nutricionais da ragao
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3.5 Eutanasia dos animais

Os animais foram anestesiados com Ketamina (80mg/Kg) e Xilazina 2%
(10mg/Kg) intraperitoneal, para que pudesse ser realizada a pungao cardiaca e

em seguida foram decapitados utilizando guilhotina.

3.6 Densitometria 6ssea

A avaliagao densitométrica foi realizada apos a eutanasia dos animais.
As tibias e os fémures esquerdos foram desarticulados e dissecados, e
submersos em recipiente plastico contendo agua a 2 cm de profundidade (para
simular tecido mole), alinhados corretamente e em seguida scanneados,
capturando sua imagem por absorciometria de raios X de dupla energia (DXA)
por meio de densitdbmetro modelo DPX-ALPHA LUNAR, com software especial
para pequenos animais com alta resolugao. Posteriormente, as imagens foram
manualmente contornadas para obtengao dos valores de area (cm?), conteudo

mineral 6sseo — CMO (g) e densidade mineral dssea areal — DMO, (g/cm?).

3.7 Ensaio biomecanico

As tibias esquerdas foram submetidas ao ensaio de flexao a trés pontos
e os fémures aos ensaios de compressao da cabeca e terco médio. Realizados
em maquina universal EMICO©, modelo DL 3000, com carga aplicada a
velocidade de 5 mm/min e forca de 2000N.Os resultados foram registrados em
sistema computacional pertencente ao proprio equipamento. Foi registrada a
forca maxima admitida. Com a curva for¢a x deslocamento calculou-se a

rigidez (inclinacéo da curva na fase elastica).

3.8 Componentes plasmaticos

A coleta de sangue foi realizada por meio de puncao cardiaca e foi
utilizada heparina como anticoagulante sendo coletado 5ml de cada animal. O
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sangue foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada
(2°C). O plasma foi fracionado e armazenado a -80°C para posterior
determinacdo da concentracdo de calcio, fosforo e fosfatase alcalina. As
andlises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em espectrofotdmetro
automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co.,
Nanshan, China) previamente calibrado com calibrador e soros controles niveis
| e Il e utilizando reagente comerciais (Biosystems, Barcelona, Spain). Foi
determinado calcio total, fésforo e fosfatase alcalina. Todas as reacgdes

bioquimicas foram processadas a 37°C conforme orientagcdes dos fabricantes.

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média e desvio padrao.
Para a analise estatistica foi utilizado o programa Graphpad Prism 3.0., o teste
t de Student ndo pareado sendo p<0,05 considerado estatisticamente

significativo.

4 Resultados

Os resultados estdo apresentados na tabela 1, como média e desvio

padrao.



15

TABELA 1 - Média e desvio padrao das variaveis: massa corporea, consumo
de ragdo, ingestdo de agua, ingestdo de EHS, densitometria 6ssea, ensaios
biomecanicos e analises bioquimicas, referentes ao grupo controle (GC) e ao
grupo suplementado com EHS (GS).

Controle Suplementado P
Massa corpoérea (g)
12 semana 101,4+£0,045 100,810,21 0,614
112 semana 472,610,082 435,710,088 0,0217
Consumo de ragao semanal
por grupo (g) 140,91+14,92 69,45+£19,33 0,0001
Ingestao de agua semanal
por grupo (mL) 325,91+57,83 66,36+29,76 0,0001
Ingestédo de EHS semanal
por grupo (mL) 421,82+40,45
Densitometria 6ssea Fémures
CMO (g) 0,381+0,042 0,359+0,038 0,0287
Area (cm?) 1,630+0,087 1,66410,124 0,5267
DMOa (g/cm?) 0,233+0,015 0,216+0,013 0,0287
Tibias
CMO (9) 0,254+0,028 0,215+0,026 0,0112
Area (cm?) 1,428+0,115 1,466+0,070 0,4327
DMOax (g/cm?) 0,178+0,008 0,146+0,014 0,0001
Ensaios biomecanicos Fémures
Forgca maxima cabega (N)  134,351+9,43 110,63+21,93 0,0012
Rigidez cabeca (10° N/m)  277,19+10,20 239,64+11,55 0,0001
Forca maxima terco médio (N) 590,03+84,88 472,54+46,78 0,0041
Rigidez terco médio (10° N/m) 1997,38+108,80 1774,75+122,13 0,0018
Tibias
Forca maxima (N) 88,2715,07 73,5815,25 0,0001
Rigidez (10° N/m) 173,44+10,33 139,64+11,55 0,0001
Concentragao plasmatica
Calcio (mg/dL) 8,61+£0,94 6,92+0,46 0,0004
Fosforo (mg/dL) 5,79+0,83 5,79+0,94 0,9934
Fosfatase alcalina (U/l) 73,77+17,63 60,09+10,34 0,079
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5 Discussao

As analises 6sseas de ratos Wistar submetidos a dieta suplementada
com EHS foram comparados aos de animais controle sendo evidenciada a
influéncia deste alimento diretamente no metabolismo ésseo. Foi evidenciado,
também, mudanga no comportamento alimentar nos animais do grupo S que
reduziram o consumo de ragdo e agua e passaram a ingerir o EH, que de
acordo com Sclafani e Xenakis (1984) e Noveli et al. (2007) pode ser explicada
pela elevada palatabilidade do EHS.

No presente trabalho, foi realizado a densitometria 6ssea do osso inteiro
ao final do experimento. Quando comparadas as variaveis CMO e DMO4 das
tibias, observaram-se diferencgas significantes entre os grupos, no entanto nao
foi acusada diferengca na variavel area. Quando comparadas as mesmas
variaveis nos fémures, encontrou-se diferenga significante para DMOa. Na
literatura € encontrado estudo com ratos machos expostos a isoflavonas que,
também, nado apresentaram efeitos benéficos para o fémur e vértebra lombar
dos animais. Sugerindo que o efeito da exposi¢céo precoce a isoflavonas pode
ser determinado pelo sexo (KALUDJEROVIC; WARDY, 2009). No entanto, a
prole feminina quando exposta a isoflavonas da soja apresentaram maior
DMOpa e melhor estrutura do fémur e vértebras lombares (PIEKARZ; WARD,
2007; THAM et al., 1998).

Nado ha muitos estudos com ingestdo de EHS por machos jovens. No
entanto s&o encontrados estudos com mulheres na pdés-menopausa recebendo
90mg/dia de proteina de soja enriquecida com isoflavona em comparagao com
a proteina do leite que mostraram diminuicdo da DMOa da coluna lombar das
mulheres que consumiram o fitoestrégeno (IKEDA et al., 2006). Outro estudo
com grupo de mulheres chinesas na pds-menopausa que ingeriram leite de
vaca enriquecido com calcio e outro grupo que ingeriram leite de soja contendo
isoflavona resultou em decréscimo significativo da DMOa nas pacientes que
ingeriram a soja. Curiosamente, o leite de vaca aumentou significativamente a
DMOa no quadril e colo do fémur destas mulheres (CHIECHI et al., 2002).

Estudos em mulheres norte-americanas, utilizando alimentos fortificados com
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soja, leite de soja, e comprimidos contendo varias preparagdes de isoflavona
extraidas a partir de proteina de soja, ndo apresentaram resultados benéficos
significativos para o fitoestrogeno (LAGARI et al., 2013).

As variaveis biomecanicas advindas dos testes de flexdo da tibia, flexdo
da cabeca e terco médio do fémur, apresentaram diferengas entre os grupos
desse estudo. As tibias e os fémures dos animais do Grupo C mostraram
aumento significativo nas variaveis forca maxima e rigidez quando comparados
ao Grupo S. As variaveis do ensaio mecanico fornecem informagdes sobre as
propriedades 6sseas (TURNER; BURR, 1993). Esses dados sdo similares aos
achados de Gaffney-Stomberg et al. (2014), que afirmam que por ter uma
estrutura semelhante ao estrégeno, a isoflavona da soja acarretou na perda de
massa 0ssea de ratos machos orquiectomizados.

A concentracdo de fosfatase alcalina apresentou diferenga significante
entre os grupos, indicando que a formagao 6ssea esta alterada. No entanto n&o
foi encontrada diferenca significativa de calcio e fésforo. E encontrado na
literatura afirmacdes de que as isoflavonas impactam o metabolismo 6sseo
estimulando a atividade osteoblastica (BRYNIN, 2002).

Na literatura é encontrado, também, afirmacgdes de que dieta elevada em
proteinas de origem animal pode aumentar a absorgao intestinal de calcio em
comparagao a dieta elevada com proteinas de origem vegetal, como a soja, o
que sugere que as proteinas animais podem conferir maior beneficio
esquelético em comparagédo com a soja (GAFFNEY-STOMBERG et al., 2014).

Varias organizagdes fazem recomendacgdes sobre a ingestdo de soja e
seus efeitos sobre a saude dssea. A “US National Institutes of Health”, a “North
American Menopause Society” e a “Belgian Bone Club” afirmaram que estudos
sobre a soja ndo sao conclusivos, impedindo quaisquer recomendagdes no que
diz respeito a sua utilizacdo para a saude dos ossos. A “Association of Clinical
Endocrinologists” ndo recomenda o uso de produtos a base de soja a mulheres
com histérico familiar de doenga cardiovascular e cancer horménio

dependente.
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6 Conclusao

O estudo ndo confirma a hipétese, pois o consumo de EHS provocou
diminuicao significativa dos valores das propriedades ésseas de ratos jovens
machos, como: densidade, forca maxima admitida, rigidez, concentragéo
plasmatica de calcio, mostrando que o consumo de EHS por ratos Wistar

machos e jovens prejudicou o tecido 0sseo.
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