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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da ingestáo 
de um produto a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium 
e Lactobacillus jugurti, enriquecido com isoflavonas e cálcio sobre 
o peso corpóreo e sobre o tecido ósseo de ratas maduras 
ovariectomizadas. Os animáis foram divididos em 5 grupos: pseudo- 
ovariectomizados, ovariectomizados, ovariectomizados que ingerirám 
produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas e cálcio, 
ovariectomizados que ingeriram produto fermentado de soja 
enriquecido com cálcio e ovariectomizados que ingeriram produto 
nao fermentado enriquecido com cálcio. Tibias e fémures foram 
utilizados para análise do comprimento ósseo; ensaio mecánico de 
flexao de tres pontos; densidade òssea (principio de Arquimedes); 
conteúdo mineral ósseo; conteúdo de cálcio ósseo e medida das 
larguras das trabéculas. A ingestáo do produto fermentado de soja 
enriquecido com isoflavonas e cálcio apesar de nao ter exercido efeitos 
nos parámetros como comprimento, densidade, conteúdo mineral, 
conteúdo de cálcio e carga máxima suportada, foi capaz de evitar o 
aumento de peso corpóreo causado pela ovariectomia, além de ter 
demonstrado urna tendencia à prote§ào das trabéculas, prevenindo a 
redufáo da largura das mesmas ocasionada pela castrado. 
Palavras chave: Produto fermentado de soja; isoflavonas; cálcio, 
tecido ósseo.

INTRODUCTO

A m enopausa está associada ao aum ento da incidencia de 
v á r ia s  d o en $ as  c ró n ic a s  co m o  a o b e s id a d e , d o en g as  
cardiovasculares e osteoporose (1). A  prevaléncia dessas 
doen 9 as em idosos sao, p rin c ip a lm en te , deco rren tes  de 
a l te ra re s  no metabolismo lipidico e m udanzas na c o m p o s ito  
corporal que incluí a d im in u id o  de m assa òssea (1).

Suplementos de cálcio sao prescritos para mulheres na pós- 
menopausa com massa ossea reduzida e ou histórico de fratura, 
em  a s s o c ia lo  à Terapia de R eposigào H orm onal (TRH). 
Estudos sugerem que o alto consum o de càlcio aum enta o 
efeito protetor da TRH nos ossos (2,3). Em bora a TRH diminua 
o risco de desenvolver osteoporose, eia aum enta o risco para 
os canceres de endom ètrio, ovàrio e marna (4). Com o form a 
de evitar os efeitos adversos decorrentes da administraijao de

SUMMARY. Effect of a novel soy fermented product enriched 
with isoflavones and calcium on bone tissue of rats. The objective 
was to evaluate the effect of soy fermented product intake on the 
corporal weight and bone tissue of ovariectomized mature rats. This 
product was fermented with Enterococcus faecium  and Lactobacil­
lus jugurti and enriched with isoflavones and calcium. The animals 
were divided in 5 groups: sham-ovariectomized; ovariectomized; 
ovariectomized treated with soy fermented product enriched with 
isoflavones and calcium; ovariectomized treated with soy fermented 
product enriched with calcium and ovariectomized treated with non­
fermented product enriched only with calcium. In order to evaluate 
the effect of the tested product on bone tissue (femur and tibia), the 
following parameters were analyzed: length; mechanical assay of 
three points; density (Archimedes principle); mineral content; cal­
cium content; measure of the trabecular widths. The corporal weight 
of group treated with soy fermented product containing isoflavones 
and calcium showed no statistical difference from sham-ovariecto­
mized group and trabecular widths tended to have larger than ova­
riectomized group. However, there was no significant difference to 
the other evaluated parameters in result of the diverse treatments. 
Thus, soy fermented product enriched with isoflavones and calcium 
inhibited the increasing of corporal weight caused by ovariectomy 
and revealed a tendency to trabecular protection after castration. 
Key words: Soy fermented product; isoflavones; calcium; bone tis­
sue.

estrogénios, os fitoestrógenos em especial, as isoflavonas, tern 
sido propostos com o alternativa segura para dim inuir a perda 
de m assa óssea que ocorre com  a m enopausa. As isoflavonas 
sao encontradas principalm ente na soja e apresentam estrutura 
e fungáo sim ilares ao 17 P-estradiol (5).

Estudos usando roedores ovariectom izados mostram que 
as isoflavonas, ¿soladas ou  associadas á proteína de soja, 
re d u z e m  a p e rd a  d e  m a ssa  ó sse a  q u e  o c o rre  ap ó s  a 
ovariectom ia (6,7). Em  humanos, alguns estudos mostram que 
as isoflavonas atenuam  a perda óssea que ocorre durante e 
depois da m enopausa (8-10). H á evidencias epidemiológicas 
e clínicas apontando para urna rela?áo positiva entre o consumo 
de isoflavonas e a densidade m ineral óssea.

Diversos estudos m ostram  que o sistem a imune possui um 
papel im portante no rem odelam ento ósseo, particularm ente 
em rela§ao á influencia das citocinas na regulagáo autócrina e
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parácrina da atividade das células ósseas (11,12).
Considerando que o produto a base de soja ferm entado 

com Enterococcus faecium  e Lactobacillus jugurti apresenta 
significativa capacidade de estim ulagáo de vários parámetros 
imunológicos (13), o presente estudo teve por objetivo avaliar 
a agáo deste produto, quando enriquecido com  isoflavonas e 
cálcio, sobre o desenvolvim ento do peso corpóreo e sobre o 
tecido ósseo de ratas m aduras ovariectom izadas.

MATERIAL E MÉTODOS

Material
C onstitu ido por am ostras de p rodu to  a base  de soja 

fermentado com  E. fa ec iu m  C R L 183 e L. ju g u r ti  416 e 
enriquecido com isoflavonas e cálcio.

O b ten go  das am ostras
O produto ferm entado de soja, popularm ente denom inado 

de “iogurte” de soja, foi obtido a partir do extrato aquoso 
(“leite” de soja), processado pela Unidade de Desenvolvimento 
e Produgao de Derivados de Soja -  UNISOJA, instalada na 
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara -  UNESP, 
segundo a m etodología descrita por Rossi e t al. (14) A partir 
desse produto, o enriquecim ento com  isoflavonas foi feito 
utilizando-se um produto com ercial constituido de 43,8%  de 
isoflavonas, sendo 14,6% de genisteína; 5,4%  de genistina; 
8,6% de daidzeína; 12% de daidzina; 2,4%  de glicitina e 0,8% 
de gliciteína (Isoflavin® , G alena Q uím ica e Farm acéutica 
Ltda, Brasil). O isoflavin, dissolvido em  sorbitol (Synth, 
Brasil), foi adicionado em quantidade suficiente para fornecer 
urna concen trado  de 0,7 mg de isoflavonas/m L de produto 
ferm entado  de so ja , s im ila r  á co n c en tra g áo  m éd ia  de 
isoflavonas verificada no grao de soja in natura. Foi também 
processado um produ to  nao ferm entado , de com posigáo 
idéntica ao do ferm entado, apenas sem os m icrorganism os, e, 
p o rtan to , a c id if ic a d o  com  ác id o  lá tic o  a té  pH  4 ,3 . O 
enriquecimento com  cálcio foi 0,6 m g de cálcio elem entar/ 
mL de produto ferm entado e nao ferm entado, utilizando-se o 
citrato tribásico de cálcio (M ontedison Farm acéutica, Brasil), 
segundo m etodologia descrita por U m belino et al (15).

Animáis e protocolo experim ental
Foram utilizadas 45 ratas da raga W istar, com  12 semanas 

de idade, nulíparas, peso inicial aproxim ado de 250 gramas, 
Provenientes do Biotério Central da U niversidade Federal de 
Sao Carlos (Todos os procedim entos quanto ao manuseio dos 
anim ais es táo  de aco rdo  com  o C o lég io  B ras ile iro  de 
Experim entagao A nim al -  C O B E A ). Os an im ais foram  
mantidos sob fotoperíodo controlado (10 horas claro/14 horas 
escuro), em tem peratura entre 20°C a 24°C, alim entados ad  
Ubitum com ragáo comercial para ratos, m arca Purina, contendo

23%  de proteina; 46%  de carboidrato; 11% de lipídeos; 5% 
de f ib ra s  e 10% de c in za s . As ra ta s  fo ram  d iv id id as , 
aleatoriam ente, em  5 grupos (n=9). O prim eiro grupo foi 
constituido de anim ais pseudo-ovariectom izados (grupo I), 
cujos ovários foram  m anuseados, porém  nao removidos, e os 
outros 4 grupos foram  ovariectom izados, segundo o modelo 
proposto porK alu  (16). A ovariectom ia bilateral foi realizada 
segundo m etodologia descrita por Zarrow  et al. (17) Todas as 
cirurgias foram  realizadas na 12a sem ana de vida dos animais.

Dentre os grupos que sofreram  a ovariectom ia, o grupo II 
fo i constitu ido  de ra tas  a lim en tadas apenas com  ragáo 
comercial; o grupo III, além da ragào, recebeu urna dose 4m L/ 
kg de peso corpóreo por dia de produto ferm entado de soja 
enriquecido com  isoflavonas e cálcio; o grupo IV constitui- 
se de individuos alim entados com  ragào padrào e 4m L/kg de 
peso co rp ó reo  p o r d ia  de p ro d u to  fe rm en tad o  de soja 
enriquecido com  cálcio; o grupo V, com animais alimentados 
com  ragào padrào e 4m L/kg de peso corpóreo por dia de 
produto nao ferm entado, acidificado com  ácido lático até pH  
4 ,3  e e n r iq u e c id o  com  c á lc io . D u ra n te  o p e río d o  de 
experimentagao (3 m eses), os animais foram  submetidos à 
avaliagào sem anal do peso corpóreo.

Após 3 meses de tratamento, os animais foram sacrificados 
com  a u til iz a d o  de cám ara de gás carbónico, sendo, em 
seguida, retirados os fém ures e tibias esquerdos e direitos. Os 
ossos foram mantidos em  solugáo salina a 0,9% na temperatura 
de -20°C até o m om ento da análise.

Com prim ento ósseo
Os com prim entos ósseos da tibia e fém ur esquerdos foram 

m edidos em m ilím etros, com  precisáo de 0,01, por meio de 
um paquím etro (M itutoyo, Japao).

Ensaio m ecánico de flexao de tres pontos
Foi realizado o teste biom ecánico (flexao òssea) ñas tibias 

d ire i ta s .  Os e n s a io s  m e c á n ic o s  fo ra m  re a liz a d o s  em  
dinamómetro (Instron, m odelo 4444, E.U. A.), em temperatura 
am biente, segundo Peng et al. (18).

Densidade ossea
As tibias esquerdas, após h id ra ta d o  (19), foram pesadas 

im e rsas  em  ág u a  à te m p e ra tu ra  a m b ien te , su sp e n sas  
individualm ente por um fio de cobre e determ inado o peso 
imerso (Pi). Em  seguida, as tibias foram  enxutas e pesadas no 
ar para a determ inagào do peso ósseo (P).

Com os valores obtidos de peso ósseo imerso e peso ósseo 
foi possível calcular o volum e ósseo (V) e a densidade òssea 
(d) segundo o Principio de Arquim edes (20).

V = P-Pi/d água (em cm 3) d = P/V (em g/cm3)
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C onteiido  m inera i òsseo (C M O )
Foi calculado segundo K enney et al. (21), pelas fórmulas: 

CM O = 100 x (Pm/P) (am ostra integrai) e CM O = 100 x (Pm/ 
Ps) (amostra seca).

Para tanto, as tibias esquerdas foram  secas (100“C/24h), 
sendo obtido o peso da am ostra desidratada (Ps). Todas as 
m e d id as  fo ram  re a liz a d a s  em  b a la n ç a  a n a lí t ic a  com  
sensibilidade de 0,0001 (Boeco, A lem anha).

Após secagem, as am ostras foram  calcinadas (600°C/24h) 
para obtençâo da matriz òssea mineral (Pm). As cinzas de cada 
tibia foram pesadas individualm ente em balança analítica com 
sensibilidade de 0,0001 (Boeco, A lem anha).

C on teúdo  de càlcio osseo
Cerca de 50 mg das cinzas resultantes de cada fémur direito 

foram  dispersas em 2 mL de ácido cloridrico concentrado (E. 
M erck PA, 32%, d = 1,19, A lem anha) e quantitativam ente 
transferidas para baláo volum étrico de 100 mL, ajustando-se 
o volume com água deionizada. Urna aliquota de 2 mL da 
am ostra diluida na razao de 1:10 foi m isturada a 6 mL de 
cloreto de lantànio 0,2% (Vetee, Brasil), hom ogeneizada e 
analisada em espectrofotôm etro de absorçâo atóm ica (Perkin 
Elm er 3110, E.U.A.).

A nálise de superfic ie  ossea tra b e c u la r  p o r  m icroscop ia  
e le trôn ica  de v a r re d u ra

Foi analisada, por m icroscopia eletrônica de varredura, a 
porçâo média distai das am ostras do fém ur esquerdo.

As am ostras foram  tratadas para serem  observadas ao 
m icroscopio eletrónico de varredura (Jeol JSM  -  T330A, 
Japao).

Foi utilizado o aum ento de 50 vezes da am ostra para a 
caracterizaçâo da regiao dos cóndilos fem orais. Observou-se 
qualitativam ente a conectiv idade en tre as trabéculas e as 
alteraçôes da arquitetura trabecular (22).

A pós a cap taçâo , as m ic ro g ra fia s  e le tró n icas  foram  
transferidas para o program a de análise digital Im age-Pro Plus 
(versao 4.0). Foi possível selecionar trabéculas e efetuar a 
m edida de suas larguras, a firn de com parar os diferentes 
grupos experimentáis (22).

A nálise esta tística  dos dados
Todos os resultados representaram  m édias dos valores 

individuáis relativos aos animais pertencentes a cada grupo, 
as quais foram submetidas à análise de variâneia e ao teste de 
médias de Tukey para a com paraçâo entre grupos utilizando o 
software Jandel Sigma Stat (Jandel Corporation, San Rafael, 
CA, E .U .A .). D iferenças sign ificativas foram  assum idas 
quando p < 0,05.

RESU LTA D O S

Na Figura 1 estao apresentados os valores do ganho médio 
de peso corporal dos anim áis pertencentes aos diferentes 
grupos experimentáis.

FIG U RA  1
Ganho médio de peso corporal (g) dos diferentes grupos 

experim entáis (N=45)
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Colunas com letras minúsculas iguais nao diferem significativamente entre 
si (p<0,05)
I -  Grupo de animáis pseudo-ovariectomizados
II -  Grupo de animáis ovariectomizados
III -  Grupo de animáis OVX que ingeriram o produto fermentado 
suplementados com isoflavonas e calcio
IV -  Grupo de animáis OVX que ingeriram o produto fermentado 
suplementados com cálcio
V -  Grupo de animáis OVX que ingeriram o produto nao fermentado 
suplementado com cálcio

Em bora os animáis dos diferentes grupos de estudo nao 
tenham diferidos entre si quanto ao peso inicial e quanto ao 
consum o de ra^ao ao longo do experim ento, ao se com parar 
o ganho de peso dos anim áis do grupo I e II constata-se 
c la ram en te  que a o v a rie c to m ia  p rovocou  um aum ento  
significativo no peso corpóreo, aum ento esse que nao pode 
ser evitado nos animáis do grupo IV e V, dem onstrando que 
os tratamentos que esses grupos receberam nao foram eficazes 
no sentido de impedir tal aumento. Por outro lado, o tratamento 
do grupo III (ingestao do produto ferm entado enriquecido 
com  isoflavonas e cálcio) foi capaz de m anter o peso dos 
animáis sem diferenga significativa daqueles pertencentes ao 
grupo I, os quais nao sofreram  ovariectom ia. Esse resultado 
pode ser atribuido á p resen ta  das isoflavonas, urna vez que 
os tratamentos do grupo III e IV  diferem  apenas quanto á 
p resen ta desses fitoestrógenos.

N a Tabela 1, pode-se observar que todos os parámetros 
ósseos nao d ife riram  en tre  si (p> 0 ,05) em  rela^áo  aos 
diferentes grupos experim entáis. A partir desses resultados, 
constata-se que nem  a ovariectom ia, nem  a ingestao dos
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produtos a base de soja foram capazes de provocar a lterares adequados para se observar os efeitos da ovariectomia e dos
nos parámetros em  questáo, tanto das tibias quanto dos diferentes tratamentos pelos quais as ratas foram submetidas.
fémures, sugerindo que, ñas condigoes de estudo, nao foram

T A B E L A 1
Parámetros ósseos relativos aos diferentes grupos experimentáis (N=45)

Parámetros
I II

Grupos
III IV V

Comprimen to (mm) 

Tibia 38,88 ± 0 ,7 8  " 38,36± 0,91 ' 39,79 ± 0 ,3 4  * 38,76 ± 1 ,0 5  ‘ 38,77 ±0 ,83  *

Fémur 36,27 ± 1 ,2 7  " 36,51 ± 1 ,1 8  * 36,25 ±0 ,43  " 35,90 ± 1 ,0 0  “ 35,91 ± 1 ,0 4  *

Densidade (g/cm 3) 1,55 ± 0 ,0 7  " 1,60 ± 0 ,0 4  " 1,57 ±0 ,03  * 1,59 ± 0 ,0 3  * 1,65 ±0,11 "

Conteúdo mineral (%) 
(amostra integral) 67,06 ± 1 ,3 7  ' 65,48 ± 1 ,3 2  " 68,21 ± 2 ,9 9  * 66,64 ± 1 ,1 9  " 67,33 ± 2 ,3 5  ‘

Conteúdo mineral (%) 
(amostra seca) 48,85 ±3 ,11  * 44,30 ±1 ,8 8  ‘ 45,88 ±2 ,83  * 46,49 ± 2 ,3 3  " 44,27 ± 2 ,73  ”
Conteúdo de cálcio 
(mg/g de cinzas) 380 ± 10,00 * 380 ±  10,00 " 370 ± 0 ,0 0  * 380 ± 1 0 ,0 0  ■ 380 ± 1 0 ,0 0  *

Valores com letras minúsculas iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p<0,05)
I -  Grupo de animáis pseudo-ovariectomizados
II -  Grupo de animáis ovariectomizados
III -  Grupo de animáis OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com  isoflavonas e  cálcio
IV -  Grupo de animaís OVX que ingeriram o  produto fermentado suplementados com cálcio
V -  Grupo de animáis OVX que ingeriram o produto nao fermentado suplementado com cálcio

Ainda em relagao ao conteúdo mineral, observa-se na 
tabeia I que o grupo II apresenta valores absolutos mais baixos, 
podendo ser um indicativo de tendencia de redugáo dos valores 
desse parámetro; tendencia essa que provavelmente poderia 
ter sido confirm ada estatisticam ente caso o tem po de 
experimentado tivesse sido maior.

De acordo com a Figura 2, pode-se perceber que os cinco 
grupos experimentáis nao diferiram entre si (p>0,05) com  
relagáo á carga máxima suportada até o momento de ruptura 
da tibia, mostrando que nem a ovariectomia, nem o consumo 
do produto fermentado foram capazes de provocar alteragoes 
na resistencia óssea á fratura.

Numa primeira análise qualitativa, as amostras dos animáis 
p seu d o-ovariectom izad os (grupo I) apresentaram  
predominancia de estruturas trabeculares interconectadas 
(Figura 3a). Verificou-se, no grupo II (Figura 3b), que a 
ovariectomia provocou d im inu ido  do volume tecidual na 
porgáo média entre os cóndilos femorais, com  alteragoes da 
arquitetura óssea trabecular ocorrendo maior espagamento 
entre as trabéculas. As trabéculas m ais largas foram  
substituidas por trabéculas mais finas, que apresentaram perda 
de conectividade com  outras trabéculas vizinhas. No entanto, 
o grupo de animáis que recebeu produto fermentado de soja 
enriquecido com isoflavonas e  cálcio (grupo III) (Figura 3c) 
mostrou-se com menos escavagoes entre as trabéculas, além de

apresentarem trabéculas aparentemente mais grossas do que 
aquelas encontradas no grupo II (Figura 3b). Portante, apenas 
através da análise qualitativa das micrografias eletrónicas de 
varredura dos animáis pode-se sugerir que a ingestao do produto 
fermentado enriquecido com isoflavonas e cálcio (grupo III) 
permitiu que as interconectividades trabeculares fossem  
mantidas em condigoes semelhantes aquelas observadas para o 
grupo I (pseudo-ovariectomizado) e em condigoes melhores 
áquelas verificadas para o grupo II, IV e V.

O afinam ento das trabéculas observado na análise 
qualitativa das micrografias eletrónicas (Figura 3b) para o 
grupo ovariectomizado (grupo II) póde ser também verificado 
pela medida da largura das trabéculas (Figura 4).

Vale destacar que nao foi realizado tratamento estatístico 
desse parámetro pelo fato das trabéculas terem sido determinadas 
aleatoriamente e pelo número reduzido de amostras utilizadas 
na análise. É importante ressaltar que com a realizagáo da 
criofratura nao foi possível obter o mesmo corte, na mesma 
regiáo óssea. No entanto, ao analisar os valores médios obtidos 
para a largura das trabéculas nota-se urna tendencia de 
diminuigáo das mesmas no grupo de animáis ovariectomizados 
(grupo II). Todavia, os fémures dos animáis que receberam o 
produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas e cálcio 
(grupo III) e os animáis pseudo-ovariectomizados (grupo I) 
apresentaram urna tendéncia a larguras trabeculares maiores.
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F IG U R A  2
C arga  m áxima suportada (kN) até o m om ento  de ruptura 

das tibias dircitas dos diferentes grupos experimentáis 
(N =45)

Grupos
C o lu nas  c o m  letras m in úsculas  ig ua is  n ao  d iferem  s ign if ica t iv am en te  entre 
si (p<0 ,0 5) .
1 -  Grupo de an im áis  p se u d o - o v a r ie c t o m iz a d o s .  II -  Grupo d e  anim áis  
o var iec tom izados . III -  Grupo d e  an im áis  O V X  que in geriram  o produto 
f ermenta do sup lem entados  c o m  is o f la v o n a s  e ca lc io .  IV -  Grupo de  animáis  
O V X  que ingeriram o produto ferm enta do su p lem en ta d o s  c o m  ca lc io .  V -  
G r u p o  de  a n i m á i s  O V X  q u e  in g e r i r a m  o p r o d u t o  n a o  f e r m e n t a d o  
sup lem cn ta do  c o m  ca lcio .

a) g r u p o  d e  a n im á is  p s e u d o - o v a r i e c t o m i z a d o s .  b )  g r u p o  d e  a n im á i s  
ovariectomiz ados. c)  grupo de anim áis  o v ar iec to m iz ado s  que ingeriu produto  
fermentado de soja enriquec ido c o m  i so f lavon as  e ca lcio ,  d) grupo d e  animáis  
ov a r iec to m iza do s  que ingeriu produto ferm entado  de so ja  en r iqu ec id o  c o m  
ca lc io ,  e )  grupo de a n im á is  o v a r i e c t o m iz a d o s  q u e  inger iu  produto  nao  
fermentado de soja.

F IG U R A  4
L argura  m édia  das trabéculas (pm ) da  porgao média distal 

dos fém ures esquerdos dos diferentes grupos experimentáis 
(N=20)
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I li III IV V

I -  G rupo  de anim áis pseudo-ovariectom izados. I I  -  G rupo de anim áis 
ovariectom izados. I I I  -  G rupo  de an im áis O V X  que ingeriram  o produto 
fermentado suplementados com  isoflavonas e ca lc io . IV  -  Grupo de animáis 
O V X  que ingeriram  o produto fermentado suplementados com  calcio . V  - 
G ru p o  de a n im á is  O V X  que in g e r ira m  o p ro d u to  n a o  fe rm en tado  
suplementado com  ca lc io

DISCUSSÁO

Estudos m ostram  q ue  o aum ento  de peso corpóreo pode 
estar re lacionado á ovariec tom ia . D e acordo com  Arjm andi et 
al. (6) e Danielsen et al. (23), o  ganho  m édio  de peso corpóreo 
é m aior em  ratas ovariectom izadas, m esm o quando o consumo 
é similar ao de ratas intactas. Tho m p so n  et al. (24), num estudo 
a longo prazo com  ratas, re la taram  um peso corporal maior 
em animáis após 12 meses de ovariec tom ia  e verificou também 
que o aum ento  da  m assa  corpora l  foi dev ido  inteiramente a 
um aum ento  no acum ulo  de tecido adiposo, sem o aumento  
da m assa de ou tros tecidos corporais.

O aum ento  de peso  ob se rvad o  em  ratas maduras também 
o co rre  em  m u lh e res  no p e r ío d o  p ó s -m e n o p á u s ic o  co m o  
conseqüéncia  da falta de es trógeno  (25). T rabalhos realizados 
com  hum anos  tém d e m o ns trado  que  as isoflavonas podem  se 
a p r e s e n t a r  c o m o  u rn a  a l t e r n a t i v a  p a r a  o c o n t r o l e  do 
m etabolism o lipídico e da obes idade  (8).

A rjm andi et al. (6), D ey h im  et al. (26) e Breitman et al. 
(27), todos usando  o m o de lo  da  rata madura, mas com  d ife­
rentes períodos exper im en tá is  (35 dias, 40  dias e 2 meses, 
r e s p e c t i v a m e n t e )  t a m b é m  n a o  v e r i f i c a r a m  e f e i to  d a  
ovariec tom ia  sobre o co m p r im en to  ósseo de fémures. E n tre ­
tanto, para  tibias, D ey h im  et al. (26) verif icaram um aum ento  
no com prim en to  ósseo  das ra tas ovar iec tom izadas  em relagao 
ao grupo p seu do-ovar iec tom izado .

E m  se tra tando de  co n teúd o  de calcio ósseo, resultados 
semelhantes aos encontrados em  nosso trabalho também foram 
encontrados por D ey h im  et al. (26) e A rjm andi et al. (6). Eles

F IG U R A  3
Micrografias eletronicas de varredura  (aum ento  50 vezes) 

do fém ur e squerdo  (N =20)
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estudaram ratas ovariectomizadas com  3 meses de idade e 
submetidas a um periodo de experimentagáo de 40 e 30 dias, 
respectivamente. Por outro lado, Picherit et al. (28) mostraram 
urna relagào linear positiva entre o conteúdo mineral do fémur 
e o seu conteúdo de càlcio. Vale ressaltar que esse estudo teve 
duragào de 3 meses, e  que as ratas só foram ovariectomizadas 
com 12 meses de idade. Em vista disso, fica claro que esses 
animáis sofreram, por um período maior, a agào dos agentes 
causadores de osteopenia. Portanto, urna possivel explicagào 
para a nao detecgào de alteragoes no conteúdo minerai e 
conteúdo de càlcio em nosso estudo pode estar relacionada 
ao tempo de experimentagáo.

O aum ento do p eso  corp ora l m èd io  das ratas 
ovariectomizadas (grupo II) pode ter contribuido para a nao 
verificagào de alteragoes no conteúdo mineral e  conteúdo de 
càlcio òsseo se comparado ao grupo de animais pseudo- 
ovariectomiados (grupo I). O ganho de peso corpòreo protege 
as ratas do desenvolvimento da osteopenia após ovariectomia 
(29), entretanto essa protegào é  restrita a ossos longos (30). 
Vale ressaltar que os ossos utilizados para a realizagào de todos 
os parámetros estudados foram ossos longos, particularmente 
tibias e fémures. Portanto, em  nosso traballio, o aumento do 
peso corporal das ratas causado pela ovariectomia pode ter 
proporcionado urna protegào contra a perda ò sse a , 
principalmente da porgào mineral das tibias e fémures.

Resultados semelhantes foram verificados por Breitman 
et al. (27) em fémures de ratas ovariectomizadas e pseudo- 
ovariectomizadas com 3 meses de idade, com um tempo de 
experimento de 2 meses. Todavía, quando este teste (flexào 
de trés pontos) foi realizado em vértebras lombares (L5), a 
carga máxima suportada do grupo pseudo-ovariectomizado 
foi estatisticamente maior do que a do grupo ovariectomizado. 
Esses resultados sugerem que a diàfise da tibia nao é o sitio 
esquelético mais adequado para se verificar alteragoes na carga 
máxima suportada, p e lo  m en os para um p eríod o  de 
experimentagáo de 3 meses, podendo ser essa urna possível 
explicagào para os resultados-observados em nosso estudo.

É sabido que, as proporgòes de osso trabecular e cortical 
diferem ñas regioes do fémur e tibia, enquanto que ñas 
vértebras elas sào mais homogéneas (27). Essas diferengas 
também podem explicar porque a carga máxima suportada 
pela tibia e fémur, observada nos estudos anteriormente 
citados, nao foi afetada pela ovariectomia, ao contràrio do 
que ocorreu ñas vértebras lombares que tiveram sua carga 
máxima reduzida após a cirurgia. A  relagáo superfície/volume 
do osso trabecular é substancialmente maior que a do osso 
cortical. Essa relagáo p rovavelm ente exp lica  o maior 
envolvimento do osso trabecular na osteoporose.

Shen & Wronski (31) verificaram  que a osteopenia  
trabecular e cortical associada com um alto turnover òsseo 
(velocidade de remodelagem òssea) ocorre no fémur proximal 
de ratas ovariectomizadas com 3 meses de idade, sendo que a

perda de osso trabecular ocorre nesse sitio esquelético nos 
prim eiros 30  d ias p ó s-o v a r iec to m ia , m as perm anece  
relativamente moderada nos primeiros 90 dias antes de se 
tomar mais pronunciada no período subseqüente. D e acordo 
com os autores, a osteopenia cortical do fémur proximal nao 
foi observada antes do primeiro ano de pós-ovariectomia.

A  partir desses resultados pode-se sugerir que o produto 
fermentado enriquecido com isoflavonas e càlcio apresentou 
urna tendència à protegào das trabéculas, prevenindo a redugào 
da largura ocasionada pela ovariectomia.

Estudos realizados em mulheres na pós-menopausa e 
perimenopausa verificaram que o consumo de isoflavonas 
pode atenuar a perda de massa òssea que ocorre nesses  
períodos (8,9). Nessa linha, Chiechi et al. (32) compararam o 
efeito de urna dieta rica em soja e  da Terapia de Reposigào 
Hormonal sobre os principáis biomarcadores de turnover òsseo 
e densidade mineral òssea em mulheres na pós-menopausa. 
Os autores sugeriram que o consumo de produtos de soja 
podem ser efetivos na redugào do risco de osteoporose.

D eyhim  et al. (27 ), utilizando d oses de isoflavonas  
semelhantes as empregadas em nosso traballio, concluíram 
que baixas doses podem náo ser capazes de exercer efeito de 
protegào òssea aparente, pelo menos com  relagáo ao modelo 
de osteoporose utilizado (M odelo de ovariectomia da rata 
madura). N o entanto, Picherit et al. (29) observaram que o 
consumo de daidzeína por ratas ovariectomizadas com 12 
meses de idade e submetidas a um período de experimentagáo 
de 90 dias resultou na preservagào da área da porgào trabecular 
na regiào da metàfise distal do fémur, quando comparada ao 
grupo ovariectomizado. Vale ressaltar que além das ratas 
utilizadas n esse  estudo serem  m ais velhas, a d ose de 
isoflavonas, no caso a daidzeína, usada foi muito maior do 
que aquela utilizada em nosso experimento.

CO NCLUSÒ ES

O produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas 
e càlcio foi capaz de evitar o aumento de peso corpóreo 
causado pela ovariectomia, além de apresentar urna tendència 
à protegào da estrutura trabecular, prevenindo a redugào da 
largura das mesmas ocasionada pela castragào. Entretanto, o 
referido produto nào foi capaz de provocar alteragoes nos 
parámetros: comprimento òsseo, densidade òssea, conteúdo 
mineral, conteúdo de càlcio òsseo e carga máxima suportada.

Os resu ltados observados neste trabalho fornecem  
embasamento para estudos futuros, os quais deveráo estar 
centrados no efeito do produto fermentado enriquecido com  
isoflavonas e càlcio sobre sitios esqueléticos ricos em osso  
trabecular, como porexemplo, vértebras lombares. Além disso, 
é recomendável que períodos maiores de experimentagáo, 
doses mais elevadas de isoflavonas e outros parámetros como 
densitometria òssea sejam considerados.
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