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RESUMO 
 
 

Introdução: A menopausa caracteriza-se pelo término permanente dos períodos 
menstruais, com declínio o da secreção dos hormônios estrogênio e progesterona, a 
diminuição fisiológica da atividade ovariana causa mudanças desfavoráveis no 
metabolismo da mulher. A identificação molecular de reguladores da reabsorção e 
formação óssea acontece através de uma das principais vias de diferenciação e 
ativação dos osteoclastos e envolve o sistema, RANK (receptor ativador do fator 
nuclear kappa B)/RANKL (RANK ligante)/OPG (osteoprotegerina). O RANKL é uma 
molécula importante para a diferenciação das células hematopoiéticas progenitoras 
em osteoclastos maduros e desempenha seus efeitos através de sua ligação ao 
receptor RANK. Por outro lado, a osteoclastogênese é bloqueada na presença da 
OPG, uma vez que quando OPG está ligada ao RANKL, este não pode se ligar ao 
RANK, impossibilitando dessa forma que as células osteoprogenitoras se diferenciem 
em osteoclastos e não haja reabsorção óssea. Objetivo:O presente estudo objetiva 
avaliar os efeitos das isoflavonas de soja, no eixo OPG/RANK/RANKL em ratas na 
menopausa. Métodos:Foram utilizadas ratas Wistar da espécie Rattus norvegicus, os 
animais foram submetidos a cirurugias de Falso-operado (SHAM) e ooforectomia 
(OOF), em seguida foram divididos em 4 grupos experimentais: Grupo 1: falso-
operado tratado com solução salina, Grupo 2:  Ooforectomizado tratado com solução 
salina, Grupo 3: Ooforectomizado tratado com estroprogestativo (EP), Grupo 4: 
Ooforectomizado tratado com isoflavonas de soja (ISO), via gavagem, durante dois 
meses. Foram determinados: peso corporal, tecido adiposo, peso uterino, parâmetros 
bioquímicos, dosagem hormonal, OPG e RANKL no soro, RANKL no fluido 
cerebroespinhal (CSF), imunohistoquímica para imunomarcação de receptores RANK 
e todos os cálculos estatísticos foram realizados utilizando o programa estatístico 
GraphPad Prism version 6.00 for Windows. Resultados: Os tratamentos não 
reverteram o aumento de peso corporal induzido pelo hipoestrogenismo. O tecido 
adiposo dos animais não reduziu com os tratamentos, observou-se que a OOF (0,28 
± 0,05 g) induziu atrofia do útero, comparado com o grupo SHAM (0,88 ± 0,07 g). O 
cálcio sérico do grupo OOF diminuiu (15,5 ± 2,6 ml/dL). O grupo EP restabeleceu os 
valores de cácio. Os níveis plasmáticos de magnésio permaneceram iguais em todos 
os grupos. Os níveis de estradiol não aumentaram com os tratamentos, verificou-se 
que a progesterona foi restabelecida nos grupos EP e ISO quando comparados com 
o grupo OOF. Os níveis de RANKL no CSF, RANKL e OPG no soro diminuíram com 
os tratamentos. A expressão de RANK no útero aumentou com os tratamentos, no 
colo do útero o tratamento com ISO aumentou a expressão de RANK e na glândula 
mamaria esta expressão apresentou-se de forma igual em todos os grupos. 
Conclusão:Sugere-se que as ISOs possuem efeito na regulação do eixo 
OPG/RANK/RANKL uma vez que o tratamento com esse composto diminui níveis de 
RANKL no soro dos animais e aumentou a experssão do receptor nos tecidos 
analisados. 
 

Palavra-chave: Experimentação animal. Menopausa. OPG/ RANK/ RANKL.  

  



 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 
 

Introduction: Menopause is characterized by the permanent end of the menstrual 
periods, with a decline in the secretion of estrogen and progesterone hormones, the 
physiological decrease of ovarian activity causes unfavorable changes in the 
metabolism of women. The molecular identification of regulators of bone resorption 
and formation occurs through one of the major pathways of osteoclast differentiation 
and activation, and involves the RANK (RAPK) / RANK (RANK ligand) / OPG 
(osteoprotegerin) system. RANKL is an important molecule for the differentiation of 
progenitor hematopoietic cells into mature osteoclasts and performs its effects through 
its binding to the RANK receptor. On the other hand, osteoclastogenesis is blocked in 
the presence of OPG, since when OPG is bound to RANKL, it can not bind to RANK, 
thus making it impossible for osteoprogenitor cells to differentiate into osteoclasts and 
there is no bone resorption. Objective: This study aims to evaluate the effects of soy 
isoflavones on the OPG / RANK / RANKL axis in menopausal rats. Methods: Wistar 
rats of the Rattus norvegicus species were used, the animals were submitted to False 
Surgery (SHAM) and oophorectomy (OOF), divided into 4 experimental groups: Group 
1: False-operated with saline solution, Group 2: Oophorectomy treated with solution 
saline, Group 3: Oophorectomy treated with estroprogestative (EP), Group 4: 
Oophorectomized treated with soy isoflavones (ISO), via gavage, for two months. Body 
weight, adipose tissue, uterine weight, biochemical parameters, hormonal dosage, 
OPG and RANKL in serum, RANKL in cerebrospinal fluid (CSF), 
immunohistochemistry for immunoblotting of RANK receptors and all statistical 
calculations were performed using the statistical program GraphPad Prism version 
6.00 for Windows. Results: The treatments did not revert the increase in body weight 
induced by hypoestrogenism. The adipose tissue of the animals did not decrease with 
the treatments, it was observed that OOF (0.28 ± 0.05 g) induced atrophy of the uterus, 
compared to the SHAM group (0.88 ± 0.07 g). The serum calcium of the OOF group 
decreased (15.5 ± 2.6 ml / dL). The EP group reestablished the calcium values. Plasma 
magnesium levels remained the same in all groups. The levels of estradiol did not 
increase with the treatments, it was verified that the progesterone was reestablished 
in the EP and ISO groups when compared with the OOF group. RANKL levels in CSF, 
RANKL and serum OPG decreased with the treatments. The expression of RANK in 
the uterus increased with the treatments, in the cervix the treatment with ISO increased 
the expression of RANK and in the mammary gland this expression was presented in 
the same way in all groups. Conclusion: It is suggested that ISOs have an effect on 
the regulation of the OPG / RANK / RANKL axis since treatment with this compound 
decreases RANKL levels in the serum of the animals and increased the expiration of 
the receptor in the tissues analyzed. 
 
Keywords: Animal experimentation. Menopause. OPG / RANK / RANK. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A menopausa é caracterizada com o término permanente dos períodos 

menstruais, decorrente da falência ovariana fisiológica (WHO, 1996). Com o declínio 

da secreção dos hormônios estrogênio e progesterona, a diminuição fisiológica da 

atividade ovariana causa mudanças desfavoráveis no metabolismo da mulher, 

incluindo alterações no metabolismo dos lipídeos, da glicose e insulina, na distribuição 

da composição corpórea, ondas de calor, tonturas, palpitações, depressão, 

irritabilidade, diminuição da libido e maior chance de surgimento de osteoporose 

(LINDAHL, 2014; MOREIRA et al., 2014). 

A diminuição da secreção do hormônio estrogênio na menopausa é fator 

determinante e responsável pela gênese da osteoporose após a menopausa; com a 

redução deste hormônio, ocorre o aumento da atividade metabólica do osso, 

resultando em um maior ritmo na remodelação óssea (BANDEIRA, 2000). 

A identificação molecular de reguladores da reabsorção e formação óssea 

acontece através de uma das principais vias de diferenciação e ativação dos 

osteoclastos e envolve o sistema RANK (receptor ativador do fator nuclear kappa B)/ 

RANKL (RANK ligante)/ OPG (osteoprotegerina). O RANKL é uma molécula 

importante para a diferenciação das células hematopoiéticas progenitoras em 

osteoclastos maduros e desempenha seus efeitos através de sua ligação ao receptor 

RANK. Por outro lado, a osteoclastogênese é bloqueada na presença da OPG, uma 

vez que, quando OPG está ligada ao RANKL, este não pode se ligar ao RANK, 

impossibilitando dessa forma que as células osteoprogenitoras se diferenciem em 

osteoclastos e não haja reabsorção óssea. O desequilíbrio desse sistema 

RANK/RANKL/OPG é observado na osteoporose. Além do osso, essas substâncias 

também estão relacionadas a efeitos em outros tecidos como cérebro e mama (Figura 

1) (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003). 
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Figura 1. Fisiologia do Eixo OPG-RANK-RANKL. 

 

Fonte: Adaptado de Ashkenazi (2002). 

 

A terapia de reposição hormonal (TRH) tem sido objeto de muita discussão e 

especulação desde a década de 1960, período no qual se prescrevia estrogenoterapia 

isolada para todas as mulheres menopausadas, dando origem a complicações 

principalmente em nível de endométrio (ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 

2013). 

 Várias mulheres apresentam contraindicações a TRH com estrógenos. Sendo 

assim, tem-se então estudado os fitoestrógenos que se referem a uma classe de 

compostos derivados de plantas que possuem atividade estrogênica. Centenas de 

alimentos possuem estes compostos e a maioria pertence a uma das seguintes 

classes de fitoestrógenos: isoflavonas (ISOs), lignanas e coumestanos (BEDELL; 

NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2013). 

A soja (Glycine max) é uma das principais fontes de ISOs, de algumas vitaminas 

do complexo B, como a riboflavina e a niacina, e também de vitamina C. Contém 

apreciável teor de minerais, dentre os quais estão o potássio, o cálcio, o magnésio, o 

fósforo, o cobre e o zinco (EMBRAPA, 2014) 

A TRH à base de ISOs se mostra adequada na diminuição sintomas da 

menopausa, uma vez que as mulheres que consomem soja apresentam 

aproximadamente 90% de redução desses sinais, evidenciando que a soja e seus 

princípios ativos, podem ser considerados uma alternativa eficaz na reposição 
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hormonal no período da menopausa (BEDELL; NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2013; 

SIRIWARDHANA et al., 2013; MOREIRA et al., 2014). 

Uma variedade de efeitos farmacológicos é atribuída às ISOs. Efeitos que 

variam desde a prevenção de doenças crônicas como o câncer de mama, de cólon, 

de útero e da próstata, doenças cardiovasculares, osteoporose (CASSIDY et al., 2006) 

e sintomas da menopausa (SIRIWARDHANA et al., 2013). 

Em relação à osteoporose, os diversos estudos epidemiológicos sugerem que 

as populações que possuem dieta rica em soja apresentam redução do turnover ósseo 

e consequentemente, menor incidência de osteoporose (POTTER et al., 1998; 

ALEKEL et al., 2010; PATISAUL; JEFFERSON, 2010).  

Em relatos da literatura, Park e colaboradores (2014) descrevem que o 

tratamento com isoflavonas de soja estimula a secreção de OPG e inibe a 

diferenciação de osteoclasto induzida pelo RANKL, através da supressão da ativação 

de um fator nuclear ativado por células T, sugerindo então a participação indireta da 

soja no metabolismo ósseo através do eixo OPG/RANK/RANKL.  

Portanto, é importante ressaltar que mais estudos são necessários a fim de 

elucidar os efeitos dessas isoflavonas de soja, amplamente utilizadas no mercado, no 

eixo OPG/RANK/RANKL, não somente no osso, mas também em outros órgãos como 

cérebro, mama e útero, durante um período significativo.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Geral 

  

Avaliar os efeitos do tratamento crônico com isoflavonas de soja no eixo 

OPG/RANK/RANKL em modelo experimental de menopausa. 

 

2.2. Específicos 

 

 Determinar o efeito das isoflavonas de soja e de estroprogestativos no 

peso corporal, peso uterino e percentual de tecido adiposo de ratas ooforectomizadas;  

 Avaliar os níveis hormonais, concentrações séricas de cálcio e magnésio 

e OPG/RANKL no sangue de ratas ooforectomizadas tratadas com isoflavonas de soja 

e estroprogestativos; 

 Avaliar os níveis de RANKL no fluido cerebroespinhal de ratas 

ooforectomizadas tratadas com isoflavonas de soja e estroprogestativos; 

 Avaliar a expressão do receptor RANK em tecidos uterinos e mamários 

de ratas ooforectomizadas submetidas ao tratamento crônico com isoflavonas de 

soja e estroprogestativos. 

 Elaborar dois artigos: um na modalidade de Revisão de Literartura com 

abordagem relacionando o eixo OPG/RANK/RANKL na menopausa e outro original 

a partir dos dados coletados no presente estudo.  
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3 REFERENCIAL TEORICO 
 

 

3.1 Hormonios sexuais e suas implicações no metabolismo feminino  

  

  Os hormônios sexuais estão diretamente envolvidos em diversos processos 

fisológicos ao longo das diferentes fases da vida das mulheres. Desde a menarca até 

a menopausa e todas as etapas intermediárias, as mulheres experimentam oscilações 

nos níveis de progesterona, estradiol, hormônio folículo estimulante (FSH), hormonio 

luteinizante (LH) entre outros. Tais oscilações afetam o metabolismo feminino como 

um todo, ocasionando efeitos em alguns órgãos espécificos, como no útero, mama, 

cérebro, tecido adiposo e osso (DEL RIO et al., 2018). 

As funções biológicas do hormônio estrogênio são mediadas pela sua ligação 

aos receptores de estrogénio (ER) α e β, que são amplamente expressos numa 

variedade de tecidos e tipos de células, como no tecido do fígado, coração, células 

epiteliais da mama, células ovarianas  e células endoteliais (LINDGREN et al., 2004). 

O sistema OPG/ RANK/ RANKL sofre influência dos hormônios esteróides 

sexuais: o estrogênio estimula a biossíntese de mRNA e de proteínas OPG em células 

da linhagem osteoblástica in vitro (BORD et al., 2003; HOFBAUER et al., 1999 ; SAIKA 

et al., 2001), bem como em humanos (KHOSLA et al., 2002). Embora a estimulação 

de OPG mediada por estrogênio possa contribuir para a inibição da reabsorção óssea, 

(HOFBAUER et al., 2002; KHOSLA et al., 2002), poucas são as  evidência de que o 

estrogênio inibe a expressão de RANKL. 

Além de efeitos no osso, estudos utilizando camundongos, retratam que o 

RANKL pode funcionar como um importante efetor parácrino da ação mitogênica da 

progesterona no epitélio mamário, além de desempenhar um papel na expansão 

dependente de hormônio ovariano e no potencial regenerativo das células-tronco 

mamárias (DOUGALL, 2012). 

A expressão de RANKL é bastante aumentada nas células epiteliais mamárias 

luminais durante a gestação e pode ser induzida por fatores como prolactina, proteína 

relacionada ao hormônio da paratireóide (PTHrP) e progesterona (FATA et al., 2000). 
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Em camundongos, a expressão de RANK é observada em baixos níveis nas células 

luminal e basal do epitélio mamário e torna-se mais altamente expressa na gestação, 

mais seletivamente nos pontos de ramificação ductal (GONZALEZ-SUAREZ et al., 

2007). 

 

3.1.1 Receptor estrogênico α e β 

 

Os receptores de estrogênio alfa (ERα) e beta (ERβ) são fatores de transcrição 

que estão envolvidos na regulação de muitos processos fisiológicos complexos em 

humanos, o ER é responsável por desempenhar um papel central na regulação de 

muitos processos vitais, incluindo desenvolvimento, reprodução e fisiologia normal 

(Figura 3), além de vários tipos de doenças malignas dependentes de esteróides como 

cânceres hormônio dependente (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015). 

O estradiol (E2) hormônio esteroide, é crucial para o desenvolvimento e 

diferenciação celular em organismos adultos para manutenção de homeostase 

(LUBAHN et al., 1993).  

No sistema nervoso de mamíferos os ER expressam-se por todo o cérebro e 

medula espinhal  (LAFLAMME  et al., 1998; SHUGHRUE; SCRIMO; 

MERCHENTHALER, 1998). Além da expressão em neurônios, a presença de ambos 

os ERs foi descrito em células gliais , em particular após lesão cerebral (GARCIA-

OVEJERO et al., 2002). A extensa expressão de ERs no sistema nervoso cental (SNC) 

é o correlato molecular do conhecido papel fundamental de E2 em uma infinidade de 

funções cerebrais (BÖTTNER; THELENB; JARRY, 2013). 

Em ambos os sexos a secreção hormonal, desenvolvimento e crescimento de 

células germinativas é controlada pelo eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (HPG); o ER 

é imprescindível no controle da secreção hormonal, liberação de gonadotrofinas 

(GnRH) e modulação do comportamento sexual (FESTER et al., 2012; HANDA et al., 

2012). A secreção das gonadotrofinas da hipófise é dirigida pelos neurônios GnRH. 

Na mulher, o traço característico do Eixo HPG é a interação de feedback negativo e 

positivo de E2 para acionar o aumento do hormônio luteinizante (LH) que desencadeia 

a ovulação (WINTERMANTEL et al., 2006). 
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Figura 2. Resumo das ações do estrogênio no sistema nervoso central, fígado, adipócitos, músculo 
esquelético e células β pancreáticas e de como a deficiência de estrogênio nesses tecidos contribui 
para a disfunção metabólica, como síndrome metabólica, diabetes tipo 2 e obesidade. 

 
Fonte: Adaptado de Jia, Dahlman-Wright e Gustafsson (2015). 

 

3.2 Metabolismo ósseo  

 

O osso é um tecido conjuntivo mineralizado composto por duas partes: 

inorgânica (cristais de hidroxiapatita - 65%) e orgânica (35%). O componente 

inorgânico proporciona força, rigidez e funciona como depósito de íons importantes 

como cálcio, fósforo e magnésio. O componente orgânico por sua vez, inclui as células 
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ósseas, como as osteoprogenitoras, osteoblastos e osteócitos e as proteínas da 

matriz, como colágeno tipo 1, osteocalcina, osteonectina, osteopontina, sialoproteína 

óssea e proteoglicanas (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 

2005).  

As células tronco-mesenquimais pluripotentes, também conhecidas como 

células progenitoras estão localizadas na superfície óssea e quando estimuladas 

sofrem divisão celular e se diferenciam em osteoblastos. A diferenciação osteoblástica 

é iniciada e dirigida pelo fator de transcrição nuclear de ligação do fator a1 (cbfa1) que 

ativa a expresssão do gene osteoblasto-específico. Os osteoblastos são células que 

armazenam diversas proteínas e iniciam o processo de mineralização óssea. Eles 

expressam receptores celulares de superfície que se ligam a diversos hormônios, 

citocinas, fatores de crescimento e proteínas extracelulares da matriz (KUMAR; 

ABBAS; FAUSTO, 2005). 

Os osteoclastos são as celúlas responsáveis pela reabsorção óssea. São 

derivadas de células progenitoras hematopoiéticas de linhagem monocítica-

macrofágica (AESCHLIMANN; EVANS, 2004). A maturação e diferenciação dos 

osteoclastos dependem de citocinas e fatores de crescimento; em humanos estão 

inclusos: interleucina-1 (IL-1), IL-3, IL-6, IL-11, TNF, fator estimulante de colônias 

granulocítica-macrofágica (FSC-GM) e fator estimulante de colônias de macrófagos 

(M-CSF) (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). 

A homeostase óssea está sob a influência de diversos fatores sistêmicos e 

locais. Dentre os fatores sistêmicos, o hormônio estrógeno está diretamentamente 

relacionado à inibição de reabsorção óssea. Deste modo, tem sido amplamente 

utilizado para tratamento e prevenção da osteoporose. Os mecanismos de ação do 

estrógeno na reabsorção óssea não estão completamente elucidados. Tendo em vista 

que os níveis de ER-α e β em osteoclastos são muito baixos, sugere-se que o  

estrógeno atua na via RANK/RANKL/OPG. Como osteoblastos também expressam 

ER-α e ER-β, o estrogênio pode ligar-se diretamente aos seus receptores, iniciando 

sinais para regular um número de respostas celulares de osteoblastos, tal como a 

proliferação, a diferenciação, a formação da matriz calcificada e a secreção de 

mediadores osteoclásticos (OKAZAKI et al., 2002). Além disso, tem sido demostrado 
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que esse hormônio promove a apoptose de osteoclastos, diminuindo a reabsorção 

óssea e inibindo proteases produzidas por osteoclastos (FALONI; CERRI, 2007). 

Além de estimulação a proliferação celular, os fatores de crescimento podem 

desenvolver efeitos na locomoção, contratilidade, diferenciação e angiogênese 

celulares. Estes fatores de crescimento atuam na osteoclastogênese atraves fatores 

parácrinos ou  estimulação de células progenitoras, essenciais para o metabolismo 

ósseo, onde os osteoblastos e células progenitoras desempenham um papel central 

por meio de mediadores como RANK, RANKL e OPG (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 

2005). 

O osso é um tecido permanentemente remodelado por um mecanismo 

intrínseco que integra estímulos externos químicos, hormonais e biomecânicos. Em 

nível celular, a remodelação óssea possibilita uma sequência de ciclos repetitivos de 

reabsorção óssea por osteoclastos derivados de células de linhagem macrofágica, 

seguido por formação óssea guiadas por células-tronco mesenquimais. A maioria das 

doenças ósseas é causada por um distúrbio no número e atividade das células 

osteoclásticas, resultando em inapropriada perda óssea excedendo a capacidade 

compensatória dos osteoblastos. (AESCHLIMANN; EVANS, 2004; HOFBAUER; 

HEUFELDER, 2001; KHOSLA, 2001; VEGA; MAALOUF; SAKHAEE, 2007). O 

aumento da atividade osteoclástica é observado em numerosas desordens 

osteopênicas, a exemplo a osteoporose pós menopausa, Doença de Paget, 

metástases ósseas e artrite reumatóide, entre outras (FUKADA et al., 2009). 

Os osteoblastos desempenham um papel central no controle hormonal da 

osteoclastogênese e na reabsorção óssea (BAUD’HUIN et al., 2007; DOUGALL; 

CHAISSON, 2006; KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002; KHOSLA, 2001). Em resposta a 

diversos fatores osteotrópicos, os osteoblastos induzem a expressão do fator de 

diferenciação osteoclástica (ODF), ou RANKL, uma citocina de membrana. Os pré-

osteoclastos reconhecem o RANKL nos osteoblastos e, por meio de uma interação 

célula-célula e diferenciam-se em osteoclastos (Figura 3) (KATAGIRI; TAKAHASHI, 

2002; KHOSLA, 2001). 

Citocinas, hormônios e outros fatores osteotrópicos que regulam a formação e 

ativação osteoclástica e por extensão a remodelação óssea normal incluem M-CSF, 
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TNF, prostaglandinas (PGs), paratormônio (PTH), proteína relacionada ao hormônio 

da paratireóide (PTHrP) e ILs-1, 6, 11. O mecanismo pelo qual estes fatores regulam 

a osteoclastogênese é via super expressão de RANKL nos osteoblastos, e/ou pela 

diminuição da expressão de OPG (DOUGALL; CHAISSON, 2006). 

 

Figura 3. Eixo OPG/ RANK/ RANKL na diferenciação de osteoclastos no tecido ósseo. 

 
Fonte: Adaptado de Kumar, Abbas e Fausto (2005). 

 

3.3 Menopausa e suas implicações  

 

 O processo de encelhecimento das mulheres coincide ao encerramento da fase 

reprodutiva feminina. O desequilíbrio nos níveis de hormônios no organismo feminino 

pode produzir efeitos desagradáveis. De acordo com os Estágios amplamente aceitos 

pela Oficina do Envelhecimento do sistema Reprodutivo (STRAW) a perimenopausa 

compreende três estágios: o primeiro é a transição menopausica (também conhecido 

como perimenopausa precoce), caracterizada pela irregularidade persistente do ciclo 

menstrual; o segundo transição tardia da menopausa (também conhecida 

perimenopausa tardia), caracterizada por um intervalo de amenorreia igual ou superior 

a 60 dias nos 12 meses anteriores; e o terceiro a pós-menopausa precoce, que é o 

primeiro ano após o período menstrual final (HARLOW et al., 2012). 

 Na Perimenopausa as flutuações nos níveis de hormonios sexuais, são maiores 

que as decorrentes durante a fase folicular e lútea do ciclo menstrual, e decorre de 
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alterações neuroquímicas dentro do sistema nervoso central (SNC) (WOODS; 

MITCHELL, 2005). Por outro lado, na pós-menopausa, são evidenciados efeitos de 

privação de estrogênio a longo prazo, entre eles a atrofia urogenital, envelhecimento 

da pele, osteoporose, distúrbio no metabolismo dos lipídeos e da glicose, depressão, 

ansiedade, irritabilidade, fogachos entre outros. Na menopausa, a diminuição da 

biossíntese de hormônios resulta em alterações estruturais e fisiológicas, 

principalmente no trato geniturinário, não se limitando a alterações anatômicas 

da parede vaginal, clitoriana, uretral e tecidos da bexiga (PORTMAN; GASS, 2014; 

STENBERG; HEIMER; ULMSTEN, 1995; CARUSO et al., 2011). 

A literatura demonstra o possível envolvimento de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-

α) na perda óssea ligada a deficiência de estrógeno. Alguns autores sugerem que 

menopausa natural ou cirúrgica elevam o nível de IL-1, IL-6, TNF α (PACIFICI, 1996). 

A ação do estrógeno é mediada por IL-6, estudo realizado em camundongos, 

observou-se que a ooforectomia aumenta o recrutamento de osteoclastos, sendo esse 

efeito revertido com estrógeno e anticorpo anti-IL-6. Deste modo, sugerem que IL-6 

estimula a osteoclastogênese nos estados de défict de estrógeno, além disso, a 

ooforectomia aumenta não só a produção, mas também a resposta de precursores de 

osteoclasto à IL-6 (JILKA et al, 1992).  

Poli et al. (1994), em estudo utilizando camundongos transgênicos com deleção 

do gene para IL-6, verificaram um volume de osso trabecular normal após 

ooforectomia, reforçando os resultados apresentados anteriormente sobre o papel de 

IL-6 como mediador do aumento da reabsorção óssea no déficit estrogênico. 

Entretanto esses resultados são controversos e não confirmados por outros 

autores que não observaram um efeito do estrógeno sobre a produção de citocinas 

em culturas de medula óssea. Chaudhary, Spelsberg e Riggs (1992) sugerem que o 

estrógeno não altera a produção de IL-6 basal ou após estimulação com IL-1 ou TNF 

em células humanas. Utilizando outro modelo de estudo, estes pesquisadores, 

encontraram um perfil de citoquinas semelhante em medula óssea de mulheres 

tratadas com estrógeno, comparadas às não tratadas, tanto in vivo quanto in vitro. 

Esses resultados indicam a ausência do efeito do estrógeno sobre a produção de IL-

6 em diferentes modelos de estudo. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sex-steroid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genitourinary-system
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Essas divergências entre resultados, observadas em diversos estudos podem 

ser em virtude das diferenças dos sistemas in vitro, dificuldade de reprodução dos 

modelos de estudo, níveis basais heterogêneos na produção de citocinas, 

variabilidade na resposta dessas culturas primárias ao estradiol e diferenças entre 

espécies; por exemplo, o efeito do estrógeno na produção de IL-6 pelas células 

estromais foi evidenciado em animais, porém não em célula do estroma/ osteoblasto 

humano (CHAUDHARY, SPELSBERG, RIGGS 1992). Beresford e cols. (1994) 

relataram várias diferenças entre células estromais em ratos e humanos, que 

poderiam explicar a divergência de resultados. 

Além da IL-6, outras citocinas produzidas por células do estroma/osteoblasto 

devem ter um papel na osteoporose pós-menopausa. O estradiol parece influenciar a 

secreção de IL-1 e TNF-α dos osteoblastos humanos. Monócitos periféricos 

circulantes de pacientes ooforectomizados produzem níveis elevados de IL-1 e TNF-

α, sendo esse efeito antagonizado pela reposição estrogênica (RAMALHO et al., 

2000).  

Cohen-Solal e cols. (1993) descrevem que a cultura de monócitos periféricos 

de mulheres na pós-menopausa tem atividade reabsortiva aumentada in vitro, a 

mesma era bloqueada pelos anticorpos: anti IL-1 e TNF. Manolagas (1995), por outro 

lado, sugere que o aumento de IL-1 e TNF em animais ooforectomizados é 

conseqüência da remoção do efeito inibidor do estrógeno sobre IL-6, deste modo, IL-

1 e TNF diferentemente de IL-6, não seriam diretamente suprimidos pelo estrógeno. 

Tendo em vista a demonstração da expressão de receptores de estrógeno em 

células do estroma/ osteoblasto e não em osteoclasto, sugere-se um modelo para 

explicar o mecanismo de ação do estrógeno no osso: o aumento da reabsorção óssea 

decorrência da ausência estrogênica, pode ser consequente a um aumento da 

secreção pelos osteoblastos ou pelas células do estroma da medula óssea de fatores, 

como as citoquinas, capazes de estimular a osteoclastogênese e um aumento da 

reabsorção óssea (SARMA et al., 1998). 

O estrógeno também atua sobre as células T, tendo em vista que, após a 

ovariectomia, ocorre aumento da produção de TNF-α por essas células. Ao se ligar ao 

receptor p55-TNF-α, o TNF-α induz a liberação de M-CSF e RANKL, fatores que 
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promovem a fusão dos progenitores de osteoclastos (CENCI et al., 2000). 

No modelo de ovariectomia bilateral se reproduz à perda óssea acelerada que 

ocorre em mulheres na pós-menopausa, que é produzida a partir da deficiência de 

estrogênio (FOLWARCZNA; ZYCH; TRZECIAK, 2010). Os animais ovariectomizados 

apresentam um aumento na reabsorção óssea osteoclástica e formação óssea 

osteoblástica reativa com o resultado líquido de uma perda de massa óssea (FREITAS 

et al., 2011). Durante o período de menopausa os níveis de OPG diminuem, 

contribuindo para uma maior ligação entre RANKL e RANK, aumentando deste modo 

a diferenciação de pré osteoclastos em osteoclastos maduros, consequentemente 

reabsorção óssea progressiva. Quando a expressão de RANKL e OPG é comparável 

ou a expressão de OPG é maior que a de RANKL, a neoformação óssea ocorre 

potencialmente (FREEMANTLE et al., 2013; LACEY et al., 1998). Particularmente, o 

efeito protetor de OPG no osso, não ocorre através da indução da formação óssea 

para homeostasia ou melhora da microarquitetura, mas através da inibição da 

reabsorção óssea e aumento da composição mineral (VALENTA et al., 2005; ULRICH-

VINTHER; ANDREASSEN, 2005; ULRICH-VINTHER et al., 2005).   

As várias funções desta tríade molecular não se limitam ao técido osseo, 

embora a literatura seja vasta em relação a este orgão espécifico; estudos recentes 

descrevem que o eixo RANK / RANKL / OPG participam de distintas áreas do sistema 

nervoso central onde desempenha papel no acidente vascular cerebral isquêmico e 

termoregulação (aspectos observados no periodo da menopausa), imunidade e tecido 

mamário, porém mais estudos precisam ser realizados a fim de elucidar os efeitos do 

eixo RANK/ RANKL / OPG, nos demais tecidos acima mencionados (HANADA et al., 

2009; SHIMAMURA et al., 2014). 

 

3.4 Terapia de reposição hormonal  

 

Estudos descrevem que a terapia de reposição hormonal (TRH) é utilizada  

desde de 1950 e demonstra-se eficaz no alívio da sintomas da menopausa, no 

entanto, a longo prazo, a utilização deste tipo de tratamento pode trazer algumas 

complicações para as mulheres, como por exemplo, trombose, e alguns tipos de 
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câncer, sendo o mais comum o da mama (REMPORT; BLÁZOVICS, 2017). 

Cerca de cinquenta por cento da perda óssea relacionada a idade ocorre nos 

8-10 anos seguintes à instalação da menopausa. A perda está diretamente ligada à 

diminuição de estrógeno; isso é bem estabelecido e comprovado pela terapia de 

reposição hormonal, porém o mecanismo de ação anti-reabsortivo ósseo do estrógeno 

ainda não está elucidado (RAMALHO et al., 2000) 

Conforme já evidenciado, o estrógeno reduz o recrutamento de osteoclasto 

e/ou seus precursores. Algumas pesquisas sugerem que o efeito do estrógeno seria 

decorrente de um incremento no apoptose de osteoclasto (JILKA et al., 1992; SARMA 

et al., 1998). Hughes e cols. (1996) verificaram que 17b-estradiol promove um 

incremento na apoptose de osteoclastos em camundongos e que esse efeito é 

mediado por fator de transformação do crescimento beta (TGF-β). No entanto, a 

apoptose de osteoclastos e/ou seus precursores foi avaliada em animais, sendo 

necessários mais estudos em humanos para elucidação desse efeito. 

A família de fatores de transcrição, factor nuclear kappa B (NF-kB) regula a 

expressão de uma série de genes envolvidos no desenvolvimento e imunidade. 

Proteínas NF-kB podem ter um papel relevante na osteoporose pós-menopausa 

regulando a produção de citocinas. Existem evidências de que o estrógeno inibe a 

produção de IL-6 pelos osteoblastos via receptor de estrógeno, que previne a ligação 

dos fatores de transcrição NF-kB e NF-IL6 com seus respectivos elementos (ABU-

AMER; TONDRAVI, 1997) 

Sun e cols. (1998) observaram que o tratamento com estrógeno inibe a 

degradação protéica, inativando NF-kB. Evidenciaram o efeito da via PKC (proteína 

C-quinase) para biossíntese e secreção de IL-6 em diferentes células, inclusive em 

células do estroma de medula óssea humana.  

A compreensão sobre o mecanismo de ação do estrógeno poderá elucidar 

também o mecanismo de ação dos moduladores seletivos do receptor de estrógeno 

(SERMs). SERMs são uma nova classe de moléculas não hormonais que se ligam 

aos receptores de estrogênio e podem funcionar como agonista ou antagonista do 

estrógeno na dependênca do tecido-alvo. O conceito de SERM nasceu a partir de 

constatações feitas com o tamoxifeno. Alguns estudos demostraram que o tamoxifeno 
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previne parcialmente a perda óssea nas mulheres menopausadas, além de promover 

uma redução sérica do colesterol, mas a utilização prolongada desse medicamento 

aumenta o risco de câncer de endométrio (LOVE et al., 1992; POWLES; DAVEY; 

MCKINNA, 1998). 

 

3.4.1 Isoflavona de soja como terapia alternativa de reposição hormonal 

 

O termo fitoestrógenos, compreende uma classe de compostos vegetais, 

identificados a partir de 300 plantas de 16 famílias diferentes (ADLERCREUTZ, 2002), 

capazes de exercer efeitos estrogênicos. Nas plantas, esses compostos agem como 

fungicidas, detêm a herbivoria, regulam os hormônios vegetais e protegem as plantas 

contra os raios ultravioletas, além disso, funcionam como antioxidantes (BARRET, 

1996). 

Centenas de alimentos possuem estes compostos, que podem ser agrupados 

em três classes: as isoflavonas (ISOs), os coumestanose e os lignanos (BEDELL; 

NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2013).   

Adlercreutz (2002) descreve a quarta classe de fitoestrógenos que se refere 

aos micoestrógenos (lactonas do ácido resorcílico), representados pela zearalenona 

e zearalenol. Porém as isoflavonas ganham destaque como sendo uma das mais 

importantes, em virtude de seu consumo elevado por diversos povos que utilizam os 

grãos como principal fonte alimentar (SETCHELL; CASSIDY, 1999). 

São atribuídos a esta classe de princípios ativos naturais uma variedade de 

efeitos farmacológicos, ressalta-se principalmente a eficácia em aliviar efeitos da 

menopausa e da tensão pré-menstrual, isso se deve em virtude da semelhança 

estrutural destes compostos com o hormônio sexual feminino estradiol (VITALE et al., 

2012; BEDELL; NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2013). 

As ISOs são compostos difenólicos pertencem a uma subfamília dos 

flavonóides e são encontrados em maior quantidade na soja (Glycine max), em 

produtos a base de soja e em outros tipos de alimentos, como as leguminosas 

(REINLI; BLOCK, 1996). As concentrações de ISOs e em seus derivados varia e 

inúmeros fatores são responsáves por esta variação, incluindo o tipo de alimento 
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(WANG; MURPHY, 1994a), a localização geográfica do cultivo, a variedade da soja, o 

ano de colheita, entre outros (WANG; MURPHY, 1994b). 

A estrutura química das ISOs possui semelhança com a do 17β-estradiol. Esses 

compostos conseguem se ligar com maior afinidade aos receptores estrogênicos do 

tipo β (ERβ). Já os estrógenos apresentam maior afinidade pelos receptores ERα 

(KUIPER et al., 1998). As ISOs estão presentes nos alimentos e podem se apresentar 

na forma não-conjugada (aglicona), conjugada (glicosilada), acetilglicosilada e 

malonilglicosilada, além disso são predominantemente encontradas daidzina e 

genistina e em menor quantidade, a biocanina A e a formononetina, juntamente com 

pequenas concentrações de glicetina (MURPHY et al., 1999; SOUKUP et al., 2016).  

A unidade estrutural básica das ISOs compreende dois anéis benzênicos (A e 

B), unidos por um anel pirrólico heterocíclico (C) (Figura 4). Difere-se dos demais 

componentes do grande grupo dos flavonóides pela posição da ligação entre o anel B 

e C. Devido à capacidade de estabelecer inúmeras ligações, são conhecidas mais de 

370 moléculas de ISOs (RIMBACH et al., 2008). 

A soja (Glycine max) é uma das principais fontes de ISOs, pois produz três tipos 

desses compostos, em suas formas livres. Como cada uma das agliconas apresenta 

quatro formas isoméricas, a soja produz nove diferentes ISOs: as agliconas daidzeina, 

genisteina e gliciteína; os β-glicosídeos daidzina, genistina e glicitina; e os derivados 

glicosilados acetilados 6’’ – O – acetildaidzina, 6’’ – O – acetilgenistina, 6’’ – O- 

malonilglicitina (FLEURY et al., 1992; WANG; MURPHY, 1994; WANG et al., 1998; 

GRUN et al., 2001) (Figura 4).  

 

Figura 2. Unidade estrutural básica das isoflavonas de soja. 

 
Fonte: Rimbach et al. (2008). 

 

Estas moléculas bioativas, quando estão na forma de agliconas, possuem 
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estrutura química similar ao estrógeno, principal hormônio sexual feminino. A 

característica principal que confere similaridade entre esses compostos é a presença 

do anel fenólico, imprescindível para que haja ligação com o receptor estrogênico 

(CASSIDY; HANLEY; LAMUELA-RAVENTOS, 2000; CHOI et al., 2008) (Figura 5). 

 

Figura 3. Estrutura geral das isoflavonas de soja e do estradiol. 

 
Fonte: Adaptado de Cassady et al. (2000). 

 
A biodisponibilidade das ISOs ocorre no lúmen intestinal; enzimas 

bacterianas, principalmente as β-glicosidases, convertem grande parte dessas 

moléculas em agliconas. As agliconas atravessam a membrana plasmática dos 

enterócitos e são absorvidas rapidamente (MASILAMANI; WEI; SAMPSON, 2012). 

Entretanto, esse processo, pode variar em virtude da microbiota intestinal apresentar 

diferença entre os individuos (BECK; ROHR; JUNGBAUER, 2005). Compostos como 

a daidzina é biotransformada em daidzeina e então em diidrodaidzeína, em seguida, 

em O-des-metil-angolensina (O-DMA) e equol, principal metabólito ativado de ISOs. 

O equol não é metabolizado igualmente em humanos, a capacidade individual de 

transformar ISOs em equol pode oferecer uma explicação para a variedade de 

resultados dos benefícios da dieta rica em ISOs (SETCHELL; CASSIDY, 1999; 

SETCHELL; BROWN; LYDEKING-OLSEN, 2002). Por sua vez, a genistina é 

biotransformada em genisteina, posteriormente em diidrogenisteína e então em  6-

hidroxi-O-DMA-  e p-etilfenol (composto inerte) (SETCHELL; BROWN; LYDEKING-

OLSEN, 2002; MASILAMANI; WEI; SAMPSON, 2012). 

Concentrações plasmáticas das ISOs nos individuos elevam-se lentamente 

atingindo valores máximos em aproximadamente 5 e 6 horas, se tratando das 

agliconas genisteina e daidzeina respectivamente. A biodisponibilidade sistêmica da 
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genisteina (AUC média = 4,54 mg/mL/h) é maior do que a daidzeina (AUC média = 

2,94 mg/mL/h). A meia-vida da genisteina é de aproximadamente 3,8 horas, 

enquanto que a daidzeina apresenta valores de meia-vida em torno de 7,7 horas 

(SHELNUTT et al., 2002).  

Uma pequena parte destas moléculas é eliminada pelas fezes (cerca de 1-2%), 

o maior volume dessas substâncias é excretado através da urina, após a conjugação 

com glicuronídeos, sulfatos e acetatos no fígado (HENDRICH et al., 1994; IRVINE et 

al., 1998). 

O tipo de alimento ou suplemento ingerido influencia diretamente as 

concentrações plasmáticas das ISOs (CASSIDY; HANLEY; LAMUELA-RAVENTOS, 

2000; GENOVESE; LAJOLO, 2002; PINTO; LAJOLO; GENOVESE, 2005); os grãos 

de soja in natura são os que apresentam maior concentração de ISOs. Contudo, é 

importante considerar a época, região e as condições do plantio. 

Estudos que analizaram concentrações de ISOs em 14 variedades de soja 

desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA). O 

conteúdo de ISOs divergiu consideravelmente entre as variedades, os valores 

encontrados estão entre 57 e 188 mg de ISOs/100g de grãos de soja, valores que 

correspondem a aproximadamente 82 - 91% do total de ISOs presentes no grão 

(GENOVESE; HASSIMOTTO; LAJOLO; 2005). Em contrapartida a farinha de soja 

apresenta alto valor nutricional, tendo em vista a eliminação de fatores 

antinutricionais e aumento da digestão proteica (COWARD et al., 1993). Entretanto, 

o aquecimento reduz significativamente a concentração de ISOs (VISSER; 

THOMAS, 1987). 
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RESUMO 

O receptor ativador do fator nuclear Kappa B RANK, também conhecido como fator 

de necrose tumoral(TNF) receptor de citocina induzido por ativação ou receptor de 

TNF pertencente a superfamília 11A (TNFRSF11A), é uma proteína transmembrana 

homotrimérica do tipo I, expressa por vários tecidos  tais como músculo esquelético, 

medula óssea, timo, gânglios linfáticos, fígado, cólon, glândulas, próstata, pâncreas, 

cérebro, rim, pele e células da linhagem monócito/ macrófago. RANKL ( Recetor 

ativador do fator nuclear kappa B- ligante) pertence a superfamília TNF, é uma 
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proteína de membrana tipo II; embora 3 isoformas de RANKL 1, 2 e 3; tenham sido 

identificadas, apenas a tipo II homotrimérico transmembrana pode regular 

diferencialmente osteoclastogênese, RANKL pode ser encontrado como um solúvel e 

uma forma membranosa. A OPG (osteoprotegerina) é produzida como um receptor 

solúvel por células estaminais mesenquimatosas (MSCs), células de osteoblastos e 

vários outros tipos de células e tem demonstrado função inibitória para a sinalização  

RANKL-RANK, fornecendo equilíbrio no processo de remodelação óssea. As 

atividades opostas de OPG e RANKL podem ser moduladas pelo hormonio estradiol 

(E2) , o mesmo influência osteoclastogênese, medeia o tempo de vida dos 

osteoblastos e osteoclastos, aumentando o nível de OPG em relação ao RANKL. 

Estudos sugerem que o tratamento com E2 apresentou ação inibitória da capacidade 

das células hematopoiéticas para formar osteoclastos maduros e diminuiu a produção 

de RANKL nas células da medula óssea. Esssa mudanças observadas no potencial 

osteoclástico das células da medula óssea estão  provavelmete envolvidas com a 

capacidade do E2 para regular a massa óssea. Os estudos que relatam efeitos da 

soja, ainda são escassos, em um dos poucos trabalhos relatados na literatura, 

descrevem que o tratamento com isoflavonas de soja estimulam a secreção de OPG 

e inibe a diferenciação de osteoclasto induzida pelo RANKL, através da supressão da 

ativação de um fator nuclear ativado por células T, sugerindo então a participação 

indireta da soja no metabolismo ósseo através do eixo OPG/RANK/RANKL.  

 

Palavras-chave: MENOPAUSA. RANK. RANKL. OPG. ISOFLAVONA DE SOJA. 

ESTROPROGESTATIVO. 

 

ABSTRACT 

The nuclear factor activating receptor Kappa B RANK, also known as TNF (tumor 

necrosis factor) receptor-induced cytokine receptor or TNF receptor belonging to the 

superfamily 11A (TNFRSF11A), is a type I homotrimeric transmembrane protein 

expressed by several tissues such as skeletal muscle, bone marrow, thymus, lymph 

nodes, liver, colon, glands, prostate, pancreas, brain, kidney, skin and cells of the 

monocyte / macrophage lineage. RANKL (nuclear activator receptor kappa B-linker) 
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belongs to the superfamily TNF, is a membrane protein type II; although 3 isoforms of 

RANKL 1, 2 and 3; have been identified, only Type II homotrimer transmembrane can 

regulate differentially osteoclastogenesis, RANKL can be found as a soluble and a 

membranous form. OPG is produced as a soluble receptor by mesenchymal stem cells 

(MSCs), osteoblast cells and several other cell types and has demonstrated an 

inhibitory role for RANKL-RANK signaling, providing balance in the bone remodeling 

process. Opposing activities of OPG and RANKL can be modulated by the hormone 

estradiol (E2), the same influence osteoclastogenesis, mediates the life span of 

osteoblasts and osteoclasts, increasing the level of OPG in relation to RANKL. Studies 

suggest that treatment with E2 showed an inhibitory action on the ability of 

hematopoietic cells to form mature osteoclasts and decreased the production of 

RANKL in bone marrow cells. These changes observed in the osteoclastic potential of 

bone marrow cells are probably involved with the ability of E2 to regulate bone mass. 

Studies reporting the effects of soy are still scarce in one of the few papers reported in 

the literature to describe that treatment with soy isoflavones stimulates OPG secretion 

and inhibits RANKL-induced osteoclast differentiation by suppressing the activation of 

a nuclear factor activated by T cells, thus suggesting the indirect participation of 

soybean in bone metabolism through the OPG / RANK / RANKL axis.  

 

Keyword: MENOPAUSE. RANK. RANKL. OPG. SOYBEAN ISOFLAVONE. 

ESTROPROGESTATIVO 

 

RANK/ RANKL/ OPG 

 

O receptor ativador do fator nuclear Kappa B RANK, também conhecido como 

TNF ( fator de necrose tumoral) receptor de citocina induzido por ativação ou receptor 

de TNF pertencente a superfamília 11A (TNFRSF11A), é uma proteína 

transmembrana homotrimérica do tipo I, expressa por vários tecidos tais como 

músculo esquelético, medula óssea, timo, gânglios linfáticos, fígado, cólon, glândulas, 

próstata, pâncreas, cérebro, rim, pele e células da linhagem monócito/ macrófago 

(precursores e osteoclastos maduros, células B e T, células dendríticas, fibroblastos e 
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condrócitos articulares)1-4. 

RANKL ( Recetor ativador do fator nuclear kappa B- ligante) pertence a 

superfamília TNF, é uma proteína de membrana tipo II5-6; embora 3 isoformas de 

RANKL 1, 2 e 3; tenham sido identificadas, apenas a tipo II homotrimérico 

transmembrana pode regular diferencialmente osteoclastogênese, RANKL pode ser 

encontrado como um solúvel e uma forma membranosa. A forma solúvel possui baixa 

capacidade para originar osteoclastos7. 

Tnfsf11 é o gene que codifica a proteína RANKL, se localiza no cromossoma 

humano 13q14 e em rato no cromossoma 148. 

No camundongo RANKL possui comprimento total 316 aminoácidos, 83% de 

homologia de sequência com RANKL humano, além de homologia próxima com os 

membros TNFSF, TRAIL, FasL e TNF-a7; consiste num domínio C-terminal de 

interação com o receptor extracelular e um domínio transmembranar9; no tecido ósseo 

RANKL é exepresso pricipalmente em osteoblastos, células sinoviais e sua expressão 

pode ser induzida por IL-1b, IL-6, IL-11, IL-17,TNFa, vitamina D3, prostaglandina E2 

(PGE2), hormonio paratiroide (PTH)10, TGF-b11, ligantes de Wnt12 e LPS13 entre  outros 

diversos fatores10.  

Anteriormente a descoberta do RANKL, foi identificado que fator de estimulação 

de colónias de macrófagos (M-CSF) é necessário para bloquear a apoptose de 

progenitores de osteoclastos, sendo necessária para o desenvolvimento dos 

osteoclastos14 M-CSF apoia a proliferação e sobrevivência dos osteoclastos 

precursores através da ligação de seu receptor, c-Fms e recrutamento a proteína 2 

ligada ao receptor do fator de crescimento, Fosfatidilinositol 3K / Akt e fosfolipase Cγ 

(PLCγ)15. 

Estas duas citocinas em conjunto com RANKL, são fatores necessários para  

os osteoblastos induzirem os precursores de osteoclastos a se diferenciarem em  

osteoclastos maduros: O M-CSF atua como fator de sobrevivência dos progenitores, 

enquanto RANKL-RANK fornece sinal instrutivo de linhagem de osteoclastos16. 

RANKL possui dois receptores, o RANK, e a OPG (osteoprotegerina) ou 

TNFRSF11B. A OPG é produzida como um receptor solúvel por células estaminais 

mesenquimatosas (MSCs), células de osteoblastos e vários outros tipos de células e 
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tem demonstrado função inibitória para a sinalização  RANKL-RANK, fornecendo 

equilíbrio no processo de remodelação óssea14,17,18. 

A identificação molecular de reguladores da reabsorção e formação óssea 

acontece através de uma das principais vias de diferenciação e ativação dos 

osteoclastos e envolve o sistema, RANK/ RANKL/ OPG. O RANKL é uma molécula 

importante para a diferenciação das células hematopoiéticas progenitoras em 

osteoclastos maduros e desempenha seus efeitos através de sua ligação ao receptor 

RANK. Por outro lado, a osteoclastogênese é bloqueada na presença da OPG, uma 

vez que quando OPG está ligada ao RANKL, este não pode se ligar ao RANK, 

impossibilitando dessa forma que as células osteoprogenitoras se diferenciem em 

osteoclastos e não haja reabsorção óssea19. O desequilíbrio desse sistema 

RANK/RANKL/OPG é observado na osteoporose. Além do osso, essas substâncias 

também estão relacionadas à efeitos em outros tecidos como cérebro e mama20.  

As várias funções desta triade molecular não se limitam aos ossos. Estudos 

recentes descrevem que o sistema RANK / RANKL / OPG participam de distintas 

áreas do sistema nervoso central onde desempenha papel no acidente vascular 

cerebral isquêmico e termoregulação, imunidade e tecido mamário21,22. Alem disso, a 

expressão e função do metabolismo RANK / RANKL / OPG é fortemente influenciada 

por hormonios sexuais femininos, enquanto algumas de suas funções podem ser 

observadas no gênero masculino e feminino, outras ocorrem especificamente na 

fisiologia feminina e serão discutidas durante o decorrer deste artigo. 

 

Eixo RANK/ RANKL/ OPG X EFEITOS NA MENOPAUSA 

 

Vários hormônios e citocinas regulam as expressões de RANK, RANKL e OPG 

bloqueando ou removendo a formação de osteoclastos em diferentes fases de 

proliferação23,24. O estrogénio possui um papel crítico na homeostase do osso, atravez 

da ação de dois tipos de células principais do osso, osteoblastos responsáveis pela 

formação óssea e os osteoclastos por reabsorção óssea25.  

A perda E2 que ocorre durante o periodo da menopausa provoca perda óssea 

grave, elevando a ocorrência de  fraturas ósseas e  osteoporose. Além disso ocorre 
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uma regulação positiva de citocinas pró-inflamatórias ILk1, IL6 e TNF-α e diminuição 

no TNF-β, ocorrendo deste modo aumento da atividade osteoclástica e 

consequentemente perda óssea26.  

As atividades opostas de OPG e RANKL podem ser moduladas pelo hormonio 

estradiol (E2) , o mesmo influência osteoclastogênese, medeia o tempo de vida dos 

osteoblastos e osteoclastos, aumentando o nível de OPG em relação ao RANKL27,28.  

As patologias ósseas mais comuns causadas diretamente por lesões genéticas 

ao sistema RANK-RANKL-OPG surgem devido a desregulação homeostática e 

alterações hormonais, por exemplo a osteoporose pós-menopausa, caracterizada 

pelo enfraquecimento dos ossos e propensão a fraturas em decorrência da perda 

óssea provocada por um desequilíbrio na  formação do tecido ósseo29,30. 

De acordo com achados de Taxel e colaboradores31, o tratamento com E2 

apresentou ação inibitória da capacidade das células hematopoiéticas para formar 

osteoclastos maduros e diminuiu a produção de RANKL nas células da medula óssea. 

Esssa mudanças observadas no potencial osteoclástico das células da medula óssea 

estão  provavelmete envolvidas com a capacidade do E2 para regular a massa óssea. 

 

RANK/ RANKL/ OPG X TERAPIA DE REPOSIÇÃO HORMONAL X SOJA 

  

A terapia de reposição hormonal (TRH), em uma combinação de estrogénio e 

progesterona ou estrogénio isolado, tem mostrado efeito positivo na inibição da 

atividade dos osteoclastos e restauração da massa óssea26.  

Estudo realizado por Rahnama e colaboradores32 demonstraram que a TRH 

possui efeito benéfico na densidade mineral óssea (DMO) de pacientes após a 

menopausa. Os dados sugerem que pode haver uma correlação entre as 

concentrações de RANKL / OPG e DMO. Alem disso  os resultados obtidos indicam 

que houve aumento nas concertrações OPG e  diminuição do RANKL. Mas ressaltam 

a necessidade de pesquisas futuras realizadas em um grupo mais amplo de pacientes 

para confirmar estes achados. 

Contudo,  o tratamento prolongado com estrogênio aumenta o surgimento de 

efeitos colaterais, como o desenvolvimento de câncer de mama, complicações a nível 
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de encométrio, demência,ataque cardíaco e acidente vascular cerebral21,22. 

Várias mulheres apresentam contraindicações a TRH com estrógenos, os 

fitoestrógenos que se referem a uma classe de compostos derivados de plantas que 

possuem atividade estrogênica. Centenas de alimentos possuem estes compostos a 

maioria pertence a uma das três classes de fitoestrógenos seguintes: isoflavonas 

(ISOs), lignanas e coumestanos33. 

A terapia de reposição hormonal (TRH) a base de ISOs tem se mostrando eficaz 

diminuindo sintomas da menopausa, uma vez que as mulheres que consomem soja 

apresentam aproximadamente 90% de redução desses sinais, evidenciando que a 

soja e seus princípios ativos, podem ser consideradas uma alternativa eficaz na 

reposição hormonal, no período da menopausa33-35. 

Os estudos que relatam efeitos da soja no eixo RANK/RANKL/OPG ainda são 

escassos, destacando-seque Park e colaboradores36 descrevendo que o tratamento 

com isoflavonas de soja estimulam a secreção de OPG e inibe a diferenciação de 

osteoclasto induzida pelo RANKL, através da supressão da ativação de um fator 

nuclear ativado por células T, sugerindo então a participação indireta da soja no 

metabolismo ósseo através deste eixo. 

  

CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Até o presente momento são escassos os estudos relacionados ao período da 

menopausa e o metabolismo OPG/RANK/RANKL, são necessários que mais estudos 

sejam realizados abordando está problemática, tendo em vista que os efeitos desta 

tríade são descritos em vários órgão afetados durante esse período, no entanto a 

fisiologia ainda não está bem descrita (em todos esses tecidos), além disso vale 

ressaltar  o crescente números de mulheres que são acometidas com as desordens 

ocasionadas pelo desequilíbrio deste eixo, compreendendo os mecanismos de ação 

dessas substancias nos tecidos alvos, pode ser possível a criação de novos alvos 

terapêuticos que possibilitem o equilíbrio dos efeitos exarcebados que podem ocorrer 

em condições patológicas. 
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RESUMO 

 

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos das isoflavonas de soja, no eixo 
OPG/RANK/RANKL em ratas na menoausadas. Foram utilizadas ratas Wistar da 
espécie Rattus norvegicus, os animais foram submetidos a cirurugias de Falso-
operado (SHAM) e ooferectomia (OOF), em seguida foram divididos em 4 grupos 
experimentais: Grupo 1: falso-operado tratado com solução salina, Grupo 2:  
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Ooforectomizado tratado com solução salina, Grupo 3: Ooforectomizado tratado com 
estroprogestativo (EP), Grupo 4: Ooforectomizado tratado com isoflavonas de soja 
(ISO), via oral, durante dois meses. Foram determinados: peso corporal, tecido 
adiposo, peso uterino, parâmetros bioquímicos, dosagem hormonal, OPG e RANKL 
no soro, RANKL no fluido cerebroespinhal (CSF), imunohistoquímica para 
imunomarcação de receptores RANK e todos os cálculos estatísticos foram realizados 
utilizando o programa estatístico GraphPad Prism version 6.00 for Windows, San 
Diego, California, E.U.A. Os tratamentos não reverteram o aumento de peso corporal 
induzido pelo hipoestrogenismo. O tecido adiposo dos animais não reduziu com os 
tratamentos, observou-se que a OOF (0,28 ± 0,05 g) induziu atrofia do útero, 
comparado com o grupo SHAM (0,88 ± 0,07 g). O cálcio sérico do grupo OOF diminuiu 
(15,5 ± 2,6 ml/dL). O grupo EP restabeleceu os valores de cácio. Os níveis plasmáticos 
de magnésio permaneceram iguais em todos os grupos. Os níveis de estradiol não 
aumentaram com os tratamentos, verificou-se que a progesterona foi restabelecida 
nos grupos EP e ISO quando comparados com o grupo OOF. Os níveis de RANKL no 
CSF, RANKL e OPG no soro diminuíram com os tratamentos. A expressão de RANK 
no útero aumentou com os tratamentos se assemelhando ao grupo SHAM, no colo do 
útero o tratamento com ISO aumentou a expressão de RANK e na glândula mamaria 
está expressão apresentou-se de forma igual em todos os grupos. Sugere-se que as 
ISOs possuem efeito na regulação do eixo OPG/RANK/RANKL uma vez que o 
tratamento com esse composto diminui níveis de RANKL e aumenta a experssão do 
receptor RANK em tecidos chegando a se assemenlhar com condições basais. 
 

Palavra-chave: MENOPAUSA. OPG/RANK/RANKL. EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 

 

ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to evaluate the effects of soy isoflavones on 
the OPG / RANK / RANKL axis in menopausal rats. Wistar rats of the Rattus norvegicus 
species were used, the animals were submitted to False-operated Surgery (SHAM) 
and ooferectomy (OOF), then divided into 4 experimental groups: Group 1: False-
operated treated with saline solution, Group 2 : Oophorectomy treated with saline 
solution, Group 3: Oophorectomy treated with estroprogestative (EP), Group 4: 
Oophorectomized treated with soy isoflavones (ISO), orally, for two months. Body 
weight, adipose tissue, uterine weight, biochemical parameters, hormonal dosage, 
OPG and RANKL in serum, RANKL in cerebrospinal fluid (CSF), 
immunohistochemistry for immunoblotting of RANK receptors and all statistical 
calculations were performed using the statistical program GraphPad Prism version 
6.00 for Windows, San Diego, California, E.U.A. Treatments did not reverse the 
increase in body weight induced by hypoestrogenism. The adipose tissue of the 
animals did not reduce with the treatments, it was observed that the OOF (0.28 ± 0.05 
g) induced atrophy of the uterus, compared to the SHAM group (0.88 ± 0.07 g). The 
serum calcium of the OOF group decreased (15.5 ± 2.6 ml / dL). The EP group 
reestablished the values of calcium. Plasma magnesium levels remained the same in 



46 

 

 

 

 

 

 

all groups. The levels of estradiol did not increase with the treatments, it was verified 
that the progesterone was reestablished in the EP and ISO groups when compared 
with the OOF group. RANKL levels in CSF, RANKL and serum OPG decreased with 
the treatments. The expression of RANK in the uterus increased with treatments 
resembling the SHAM group, in the cervix the treatment with ISO increased the 
expression of RANK and in the mammary gland this expression appeared equally in 
all groups. It is suggested that the ISOs have an effect on the regulation of the OPG / 
RANK / RANKL axis since treatment with this compound decreases RANKL levels and 
increases the expiration of the RANK receptor on tissues, even if it is characterized by 
basal conditions. 
 
Keyword: MENOPAUSE. OPG/RANK/RANKL. ANIMAL EXPERIMENTATION 
 
 
Introdução 

 

 A Menopausa está associadas à diminuição da biossíntese de hormônios 

esteroides sexuais, caracteriza-se pelo término permanente dos períodos mestruais, 

em espaço de tempo igual ou superior a doze meses, resultando em problemas 

estruturais e fisiológicos, como distúrbios no metabolismo relacionados a alterações 

de peso, distribuição da composição corpórea, cardiovasculares, 

musculoesqueléticas, osteoporose, disfunsão dos lipídeos, da glicose e insulina, 

ondas de calor, tonturas e palpitações, depressão e irritabilidade, diminuição da libido, 

alterações no trato genituario,  nos tecidos vulvar, clitoriano, parede vaginal uretral, 

periuretral, tecidos da bexiga, entre outros1-7. 

A identificação molecular de reguladores da reabsorção e remodelação óssea 

ocorre através de uma das principais vias de diferenciação e ativação dos 

osteoclastos.  A proteína Recetor ativador do fator nuclear kappa B Ligante (RANKL)  

é o fator chave para separação e demarcação dos osteoclastos, fusão em 

osteoclastos multinucleares e ativação de suas formas maduras, além de inibição de 

apoptose de osteoclastos8. O RANK  (Recetor ativador do fator nuclear kappa B) e o 

receptor de RANKL se ligam e como resultado ocorre a  diferenciação de pré-

osteoclastos em osteoclastos maduros, o aumento da atividade dos osteoclastos e 

inibição da atividade osteoclástica está diretamente relacionada ao equilibrio destas 

ligações9. 
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 A osteoprotegerina (OPG), uma citocina dimérica e solúvel produzida nos 

osteoblastos ativados, funciona como uma "armadilha de receptores" para RANKL, 

consequentemente, inibe a de diferenciação de pré- osteoclastos em osteclatos 

maduros. Nesse mecanismo, OPG desempenha papel de inibidor de reabsorção 

óssea, bem como o fator de regulação da massa óssea, supressor da diferenciação 

dos osteoclastos, bloqueio de sua atividade e indução de apoptose de osteoclastos10.  

 O hormônio estrógeno atua sobre a via RANK/RANKL/OPG, descoberta a priori 

com efeitos relacionados ao ósso (formação de osteoclastos), porém seus efeitos 

estão relacionados a outros tecidos como cérebro, mama, sistema imunologico entre 

outros11,12. Ao agir sobre células mesenquimais osteoprogenitoras/osteoblastos, o 

estrógeno promove redução dos níveis de RANKL e aumento da produção de OPG13. 

Deste modo, OPG que apresenta níveis aumentados14, liga-se ao RANKL e impede a 

interação deste com o RANK (presente em precursores de osteoclastos), inibindo, 

conseqüentemente, a diferenciação de osteoclatos maduros15. 

 Protocolos de terapia de reposição hormonal (TRH) para mulheres na 

menopausa, ou aquelas em início de pós-menopausa, foram desenvolvidos para 

melhorar sintomas e prevenir doenças relacionadas ao declínio da secreção 

hormonal. A TRH pode ser administrada através de uma formulação combinada 

(estrogênio + progesterona) estroprogestativo, ou somente com estrogênio16,17. 

Entretanto, a prescrição de TRH pode estar associada a maior incidência de cânceres 

estrogênio dependente, doenças cardíacas, derrame, tromboembolismo, entre outros 

efeitos colaterais. Deste modo, é apropriado ressaltar os riscos ao aconselhar 

mulheres na menopausa18. 

 Estudos tem demostrados os benefícios da TRH a base de ISOs, uma vez 

que as mulheres que consomem soja apresentam aproximadamente 90% de redução 

das alterações vivenciadas a menopausa, deste modo evidencia-se que a soja e seus 

princípios ativos, podem ser consideradas uma alternativa eficaz na reposição 

hormonal, no entanto, no que diz respeito ao eixo OPG/RANK/RANKL, os dados ainda 

são escassos, porém sugere-se a participação indireta da soja no metabolismo ósseo, 

através da regulação do eixo acima mencionado19,20,3,21.  

Diante do exposto, faz-se necessário que mais estudos sejam realizados a fim 
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de elucidar os efeitos das isoflavonas de soja, amplamente utilizadas no mercado 

como fitoestrogenos no tratamento da menopausa, no eixo OPG/RANK/RANKL em 

órgãos acometidos durante esse período como:  osso, cérebro, mama e útero.  

 

Metodologia 

Drogas  

 

Foram utilizados o estrogênio conjugado 0,45 mg associado com acetato de 

medroxiprogesterona 1,5 mg, em forma de comprimido com o nome comercial 

Selecta. As Isoflavonas de soja foram obtidas na forma de cápsulas, com o nome 

comercial Glicyne Max na concentração de 250 mg. 

 

Animais 

 

 Foram utilizadas ratas Wistar da espécie Rattus norvegicus, provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal do Maranhão (UFMA), com pesos variando 

entre 250 e 300 gramas, com acesso ad libitum à ração e água, mantidas em ciclos 

alternados de luminosidade de 12 horas, com temperatura de 20 a 25o C. Os 

experimentos foram conduzidos de acordo com as orientações para o cuidado com 

animais de laboratório e com as considerações éticas descritas nos protocolos 

experimentais aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais UFMA e pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), certificado de 

aprovação nº 23115.003778/2017-35 (anexo 1). 

Os animais foram distribuídos em 4 grupos:  Grupo 1 – Falso operado (sham operated) 

e tratado com solução salina (veículo)- Constituído por ratas submetidas a uma falsa 

cirurgia tratadas com solução salina 0,9% que foi o veículo utilizado para a 

solubilização e diluição dos hormônios (efeito placebo), em volume de 0,1 ml/ 100g de 

peso dos animais. Grupo 2 – Ooforectomizado e tratado com solução salina (veículo)- 

Os animais foram tratados com solução salina 0,9%. Grupo 3 – Ooforectomizado e 

tratado com estrogênio conjugado associado com acetato de medroxiprogesterona 

(estroprogestativos)- Após 30 dias da ooforectomia as ratas foram tratadas com o 
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hormônio na dose de 20 g/Kg de peso do animal. Grupo 4 - Ooforectomizado e 

tratado com isoflavonas de soja- Após 30 dias da ooforectomia as ratas foram 

tratadas, com o fitohormônio na dose de 250 mg /Kg de peso do animal. Todos os 

tratamentos foram realizados diariamente, via gavagem, por um período de dois 

meses. 

 

Cirurgias de Falso-Operado (Sham- opereted) e Ooforectomia 

 

Para realizar este procedimento, as ratas foram submetidas e mantidas com 

anestesia por uma solução contendo soro fisiológico e cetamina/xilasina (2,5/ 1,5/ 0,5 

ml/kg, intraperitoneal) durante todo o período cirúrgico. Foi realizada a assepsia da 

região ventral dos animais (supra-púbica) para posterior laparotomia de 

aproximadamente 2cm na linha mediana. Os ovários e as trompas foram identificados. 

As trompas foram ligadas com fio de sutura e os ovários isolados e retirados após a 

ligadura. Posteriormente a incisão foi suturada. Animais falso-operados (sham) foram 

submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, mas os ovários e as trompas 

permaneceram intactos22. 

 

Determinação do peso corporal dos animais 

 

Durante todo o período de tratamento foi realizado o controle de peso 

corporal das ratas, os animais foram pesados diariamente para a determinação do 

volume das drogas administradas. 

 

Determinação do tecido adiposo e peso uterino 

 

Após a exsanguinação das ratas, o intestino foi rebatido para melhor 

exposição do tecido adiposo e dos cornos uterinos que foram isolados em conjunto e 

retirados em toda sua extensão para determinação do peso úmido em balança 

analítica. 
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Coleta de sangue para determinar parâmetros bioquímicos, dosagem hormonal, 

OPG e RANKL 

 

      Amostras de sangue foram coletadas a partir da artéria aorta abdminal 

utilizando escalpe n° 21, o plasma foi imediatamente separado por centrifugação a 

3500 rpm, a temperatura ambiente durante 10 min. Os níveis plasmáticos de cálcio e 

magnésio, foram dosados por calorimetria (Bioclin K051, Bioclin K116) e a reação foi 

realizada de acordo com instruções do fabricante, foram dosados homônios estradiol, 

progesterona pelo método ELISA (Monobind Inc. E.U.A) e OPG, RANKL pelo método 

de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Abbott Laboratories, Illinous, 

E.U.A.) e a reação foi realizada de acordo com as instruções dos fabricantes.  

Coleta de fluido cerebroespinhal para quantificação de RANKL 

 

   O líquido cerebroespinhal (CSF) foi aspirado diretamente através de um 

escalpe tamanho 21 com acesso à cisterna magna e o volume coletado variou entre 

50 a 100 µl. As amostras foram coletadas em tubos sob gelo e posteriormente foram 

armazenadas em -80°C para posterior análise. Os níveis de RANKL foram 

quantificados por ELISA de acordo com as instruções do fabricante (ELISA, Cayman 

Chemicals Company, Ann Arbor, E.U.A) 

 

Reações para imunohistoquímica por peroxidase para imunomarcação de 

receptores RANK  

 

          Secções (5 mm) de tecidos (útero, colo do útero e mama) previamente 

fixados em ALFAC e embebidas em parafina foram colocados em lâminas de vidro e 

silanizados duas vezes com xileno, seguido de re-hidratação através de um banho de 

álcool crescente. Para bloquear radicais aldeídicos, cada secção foi tratada com 

glicina (0,1 M) e com 3% de peróxido de hidrogênio em metanol para bloquear a 

peroxidase endógena. As fatias foram tratadas com 1% de albumina de soro bovino 

(BSA) em soro fisiológico tamponado com fosfato (PBS) para diminuir a coloração não 

específica. Os cortes foram então incubados com anticorpos anti-RANK (com diluição 
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de 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA) em PBS / BSA a 1% em temperatura 

ambiente sob câmara úmida durante 2 hs e lavou-se com PBS / BSA a 1%. Em 

seguida, as secções foram incubadas utilizando um secundário IgG HRP (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc, EUA), 1:50 diluída em PBS / BSA a 1% à temperatura ambiente 

em câmara úmida durante 1 h. Os locais de ligação de peroxidase foram detectadas 

por coloração com Kit DAB substrato (BD Bioscience, Califórnia, EUA), e incubados 

durante 15 min. Finalmente, as fatias foram contrastadas com hematoxilina de Mayer 

e, em seguida, desidratadas e montadas.  

 

 Análise estatística  

 

   Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA One-Way) de 

duas vias (Two-way) para medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni, para 

comparações múltiplas. O nível de significância adotado foi de 5% (p=0,05). Todos os 

cálculos estatísticos foram realizados utilizando o programa estatístico GraphPad 

Prism version 6.00 for Windows, San Diego, California, E.U.A. 

 

RESULTADOS  

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja sobre o peso 

corporal  

 

O peso corporal dos animais do grupo falso-operado (SHAM), apresentaram 

desenvolvimento regular durante o período do experimento, com o peso final de (269,0 

± 3,4 g). A ooforectomia induziu um aumento de 17% no peso dos animais na 8ª 

semana. Os tratamentos com Estroprogestativo (EP) e Isoflavonas de soja (ISO) não 

alteraram significativamente o aumento de peso induzido pelo hipoestrogenismo.  
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Figura 3. Peso corporal de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM), ooforectomizadas (OOF), 

que receberam NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via 

gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja (ISO, 250 mg/Kg, via gavagem). Cada 

linha e símbolo representam a média ± erro padrão das médias (n=8-12). Os valores foram 

considerados diferentes com *p< 0,05 em relação ao grupo SHAM (One-way ANOVA, Bonferroni). 

 

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja em ratas 

ooforectomizadas sobre o peso do Tecido adiposo e do útero 

 

Os animais submetidos a ooforectomia (OOF, EP e ISO) apresentaram 

percentuais de tecido adiposo aumentados em relação ao grupo SHAM, porém não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa. O tecido adiposo dos animais 

do grupo OOF apresentou aumento de 52% em relação ao grupo SHAM (3,23 ± 0,35 

g%). No que diz respeito ao peso do útero, verificamos que a ooforectomia induziu a 

diminuição de aproxidamente 75 % do órgão, sendo está redução evidenciada pelo 

peso do útero no grupo OOF (0,28 ± 0,05 g), comparado ao grupo SHAM (0,88 ± 0,07 

g). Nos grupos tratados com Isoflavona de soja e estropogestativo não houve aumento 

da massa uterina quando comparados com o OOF tratado com veículo. 
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Fig 04. Efeito do tratamento de 8 semanas na determinação do tecido adiposo e peso uterino de ratas 

Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, ooforectomizadas (OOF) 

admistradas com NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via 

gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja (ISO, 250 mg/Kg, via gavagem). As 

colunas e barras verticais representam, respectivamente, as médias ± erro padrão das médias (n=11-

15; n=9-15). * p< 0,05 em relação ao SHAM (ANOVA/ Bonferroni).  

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja em ratas 

ooforectomizadas sobre os níveis Plasmáticos de Cálcio e Magnésio 

 

Os níveis séricos de cálcio foram diminuídos nos animais submetidos a cirurgia 

de ooforectomia (12,46 ± 1,8 ml/dL). O grupo ISO, não apresentou diferença (13,86 ± 

2,9 ml/dL) quando comparado ao grupo OOF, porém o cálcio dos animais do grupo 

tratado com EP apresentaram valores aumentados (22,95 ± 2,22 ml/dL), em relação 

ao grupo OOF e semelhantes ao do grupo SHAM. Os níveis séricos de magnésio dos 

animais submetidos aos tratamentos propostos no presente estudo, não 

apresentaram diferença estatísticamente significante. 
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Fig 05. Efeito do tratamento de 8 semanas na determinação dos níveis plasmáticos de cálcio e 

magnésio de ratas Wistar do grupo Falso- operado (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, 

ooforectomizadas (OOF) administradas com NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com 

Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja 

(ISO, 250 mg/Kg, via gavagem). As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as médias 

± erro padrão das médias (n=11-14). * diferença em relação ao grupo SHAM; # diferença em relação 

ao EP (p<0,0003 ANOVA/ Bonferroni), (p>0,05 ANOVA/ Bonferroni). 

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja em ratas 

ooforectomizadas sobre os níveis de Estradiol e Progesterona 

 

 Os animais submetidos aos tratamentos (EP e ISO) não apresentaram aumento 

nos níveis de estradiol (29,20 ± 2,9 pg/ml; 23,40 ± 3,1 pg/ml) quando comparados ao 

grupo SHAM (44,50 ± 5,5 pg/ml). Observou-se que os níveis plasmáticos de 

progesterona apresentaram discreto aumento nos grupos submetidos aos 

tratamentos propostos (EP e ISO) respectivamente (16,03 ± 2,1 pg/ml; 16,34 ± 2,8 

pg/ml), quando comparados ao grupo OOF (11,97 ± 1,1 pg/ml) no entanto, não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Fig 06. Efeito do tratamento de 8 semanas na determinação dos níveis plasmáticos de estradiol e 

progesterona de ratas Wistar do grupo Falso-operadas (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, 

ooforectomizadas (OOF) administradas com NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com 

Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja 

(ISO, 250 mg/Kg, via gavagem).  As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as 

médias ± erro padrão das médias (n=05-06). *diferença em relaçãp ao grupo SHAM (p< 0,0105 ANOVA/ 

Bonferroni), (p >0,05 ANOVA/ Bonferroni).  

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja em ratas 

ooforectomizadas sobre os níveis de RANKL no fluido cerebroespinhal  

 

Os animais submetidos aos tratamentos propostos no presente estudo, não 

apresentaram diferença estatísticamente significativa no que diz respeito aos níveis 

de RANKL no fluido cerebroespinhal, entretanto o grupo SHAM apresentou leve 

aumento de concentração quando comparado aos demais conforme Figura 07. 
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Fig 07. Efeito do tratamento de 8 semanas na determinação dos níveis de RANKL no fluido 

cerebroespinhal de ratas Wistar do grupo Falso-operadas (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, 

ooforectomizadas (OOF) administradas com NaCl 0,9%, ooforeectomizadas tratadas com 

Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja 

(ISO, 250 mg/Kg, via gavagem).  As colunas e barras verticais representam, respectivamente, as 

médias ± erro padrão das médias (n=11-13). (p>0,05 ANOVA/ Bonferroni). 

 

Efeito do tratamento com Estroprogestativos e Isoflavonas de soja em ratas 

ooforectomizadas sobre os níveis de RANKL e OPG no soro 

 

Os animais submetidos aos tratamentos propostos (EP e ISO) no presente 

estudo, apresentaram redução dos níveis de RANKL e dos níveis de OPG, 

respctivamente (302 ± 125,5 pg/ml; 322,50 ± 90,94pg/ml) e (703,2 ± 90,94 pg/ml; 

713,5± 29,63 pg/ml). 
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Fig 08. Efeito do tratamento de 8 semanas na determinação dos níveis de RANKL no soro de ratas 

Wistar do grupo Falso-operadas (SHAM) que receberam NaCl 0,9%, ooforectomizadas (OOF) 

administradas com NaCl 0,9%, ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo (EP, 20 µg/Kg, via 

gavagem) e ooforectomizadas tratadas com Isoflavonas de Soja (ISO, 250 mg/Kg, via gavagem). As 

colunas e barras verticais representam, respectivamente, as médias ± erro padrão das médias (n=11-

13). (p<0,05 ANOVA/ Bonferroni), (p>0,05 ANOVA/ Bonferroni). 

 

Imunohistoquímica por peroxidase para imunomarcação do receptor RANK no 
útero de ratas ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo e Isoflavonas 
de soja  
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O estudo imunohistoquímico da expressão do RANK revelou a sua presença 

em células do endométrio, exibindo um padrão predominantemente citoplasmático 

difuso, tanto a nível do epitélio de superfície e das glândulas endometriais (seta) como 

a nível do estroma (asterisco), no corpo do útero normal (Figura 09 A). Os animais 

ooforectomizados mantiveram expressão do RANK a nível do epitélio endometrial 

(seta), mas a sua experessão no estroma (asterisco) foi marcadamente reduzida 

(Figura 09 B). Nos grupos tratados com isoflavonas e com estroprogestativo ambos 

os compartimentos apresentaram imunomarcação para o RANK (Figura 09 C, D). 

 

 

 

Figura 09. Corpo do útero (endométrio). A- animal controle “Sham”, coloração positiva para RANK  
variando de clara a moderada. B- animal ooforectomizado, coloração positiva para RANK forte. C-
animal ooforectomizado tratado com estrogénio e progesterona, coloração positiva para RANK  
variando de clara a moderada. D- animal ooforectomizado tratado com isoflavonas de soja, coloração 
positiva para RANK variando de moderada a forte. 200x, DAB – hematoxilina. A expressão de RANK é 
observada no epitélio de superfície, glândulas endometriais e estroma endometrial em todos os grupos 
exceto no B, onde se observa redução da expressão a nível do estroma. 
 

Imunohistoquímica por peroxidase para imunomarcação do receptor RANK no 
colo do útero de ratas ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo e 
Isoflavonas de soja  
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Nas preparações histológicas de alguns animais experimentais de controle ou 

tratados com isoflavonas, foi possivel localizar o colo do útero. Os animais do grupo 

controle exibiram imunomarcação muito reduzida para o RANK no epitélio e estroma 

cervicais (Figura 10 A). Já os animais tratados com isoflavonas exibem marcada 

expressão a nível do estroma, mas não a nível de epitélio cervical (Figura 10 B). A 

Figura 10 pretende demonstrar a diferença entre o epitélio cervical padrão 

estratificado escamoso (asterisco) com fraca expressão de RANK e a zona de 

transição para o endométrio (seta), ja com intensa expressão de RANK. 

 

 
Figura 10. Colo do útero. A- animal controle “sham”. B- animal tratado com isoflavonas de soja. Zona 
de transição entre cérvix e endométrio. 200x, DAB – hematoxilina. Observa-se fraca a expressão de 
RANK no epitélio e estroma cervicais, mas elevada expressão na transição para o endométrio.  
 

Imunohistoquímica por peroxidase para imunomarcação do receptor RANK na 
glândula mamaria de ratas ooforectomizadas tratadas com Estroprogestativo e 
Isoflavonas de soja 
 

Na glândula mamária normal, a expressao do RANK foi observada apenas no 

epitélio glandular (seta), exibindo um padrão de imunomarcação predominantemente 

citoplasmico difuso (Figura 11 A). Os grupos restantes (OOF, EP e ISO) exibiram um 

padrão de marcação semelhante (Figuras 11 B, C, D). 
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Figura 11. Glândula mamária. A- animal controle “sham” coloração positiva para RANK em cor clara. 
B- animal ooforectomizado, coloração positiva para RANK  variando de clara a intensa. C-animal 
ooforectomizado tratatado com estrogénio e progesterona coloração positiva para RANK  variando de 
clara a moderada. D- animal ooforectomizado tratado com isoflavonas de soja coloração positiva para 
RANK  intensa. 200x, DAB – hematoxilina. Observou-se a marcada expressão de RANK no epitélio 
glandular em todos os grupos. 
 

DISCUSSÃO 

 

O tratamento de oito semanas aumentou o peso corpóreo do Grupo 

Estroprogestativo (EP) em relação aos demais, entretanto os outros grupos 

ooforectomizados aumentaram de peso normalmente sem diferença entre si, porém, 

quando comparados ao grupo falso operado (SHAM) observou-se diferença entre os 

grupos.  

 A cirurgia de ooforectomia (OOF) em animais é um modelo bem estabelecido 

para o estudo da menopausa e ganho de peso corporal (obesidade), após a remoção 

completa dos ovários, os animais apresentam aumento do consumo de alimentos e 

ganho de peso corporal23,24. 

A deficiência de estrogênio que ocorre no período da menopausa é conhecida 

 por induzir a obesidade, este hormônio atua sobre a inibição da ingestão de alimentos 

através do hipotálamo25; supressão da produção de glicose hepática e acumulação 

de lípidio26; inibição da lipogénese e a inflamação do tecido adiposo27, 
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consequentemente a modificação da composição corporal, o acúmulo de gordura e o 

aumento de peso corporal estão diretamente relacionados a este déficit28-30. 

Chen et al31, em estudo com animais submetidos a ooforectomia, verificaram 

que o grupo OOF exibiram ganho de peso significativamente maior que grupo SHAM, 

estes dados corroboram com os achados do pesente estudo, evidenciando o sucesso 

da cirurgia, que além de ser um modelo utilizado para estudar menopausa, também é 

empregado para o estudo de obesidade em animais. 

Litwak et al32 observaram que animais submetidos a menopausa apresentaram 

hiperfagia ou gasto energético reduzido, fatores estes não totalmente responsáveis 

por alterações no metabolismo e desenvolvimento da obesidade pós-menopausa. 

No presente estudo, o grupo tratado com EP, apresentou aumento de peso, 

sugere-se que este aumento possa estar relacionado a retenção hídrica causada pela 

progesterona33. 

 Em estudo realizado por Silva34 os animais tratados com EP, apresentaram 

redução do peso corporal, divergindo das observações realizadas no presente estudo.  

Estudo realizado por Kurrat et al35 descreve a relação entre peso corpóreo e 

dieta com isoflavonas (ISOs), os autores observaram que as ratas adultas OOF 

tratadas com ISOs a longo prazo podem reverter o quadro pós-cirúrgico de ganho de 

peso, bem como acúmulo de lipídios abdominais, estes dados divergem dos achados 

do presente estudo, uma vez que o aumento de peso ocasionado pela OOF não foi 

inibido pela  administração crônica de ISOs, entretantando esses efeitos estes podem 

sofrer alterações em virtude da dose utilizada e tempo de tratamento; a literatura 

sugere que o uso deste fitoestrógeno pode ser uma estratégia para melhorar as 

anormalidades no metabolismo dos lipídeos nas mulheres pós-menopausadas. 

No que diz respeito ao tecido adiposo, os animais do grupo OOF 

apresentaram aumento em relação ao grupo SHAM. As ratas submetidas a 

ooforectomia (OOF, EP e ISO) apresentaram percentuais de tecido adiposo 

aumentados em relação ao grupo SHAM, entretanto, sem diferença estatisticamente 

significativa. 

O tecido adiposo exerce papel ativo como um órgão endócrino secretor, 

envolvido na regulação homeostática do peso corporal36. Uma das funções dos 
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adpócitos é secretar a leptina, um hormônio que atravessa a barreira sanguínea do 

cérebro para atuar como um sinal de saciedade alimentar, no sistema nervoso central. 

Os receptores de leptina são encontrados dentro de regiões do hipotálamo, a ativação 

dos receptores é responsável por controlar a ingestão de alimentos e o gasto de 

energia, resultando na capacidade de regulação do peso corporal37. Vias de 

sinalização da Leptina e de estrogênio interagem em núcleos hipotalâmicos que 

regulam o consumo de alimentos e do peso corporal38 

Em nossos achados o tecido adiposo abdominal foi maior no grupo tratado com 

EP. Silva34 em seu estudo observou que o percentual de gordura abdominal dos 

animais tratados com EP, diminuiu consideravelmente, entretanto o desenho 

experimental (tempo de tratamento e dose utilizados), foram diferentes do presente 

estudo. 

É provável que o tecido adiposo seja responsivo ao estrogênio e expresse 

receptores estrogênicos39 que são responsáveis pela modulação da lipogênese neste 

tecido40, entretando esse efeito deve está relacionado a uma relação dose resposta. 

A literatura demonstra que as isoflavonas de soja aumentam o gasto de energia 

e regulação metabólica41. 

Naaz et al42 observaram que a genisteína, constituinte das ISOs, tem efeito 

antilipogênico, diminuindo o tamanho do adipócito, podendo agir modulando a 

deposição da gordura em ratas tratadas, embora não se saiba se o efeito é 

semelhante em humanos. 

Em estudo realizado por Chen et al31, o grupo de animais tratado com 

fitoestrógeno (equol/ genisteína), demonstraram inibição do acúmulo de gordura 

causado pela OOF, além disso, tiveram melhora das disfunções metabólicas dos 

lipídeos. Embora os animais tartatados com ISOs no presente estudo, não 

demostraram percentual de gordura diminuído, os valores encontrados foram 

menores que os animais tratados com EP, esta divergência de resultado pode ser 

atribuída ao tempo e dose as quais os animais foram submetidos. 

Em nossos resultados referentes ao peso uterino das ratas Wistar, foram 

evidenciadas diferenças significativas entre o grupo SHAM e os demais grupos 

ooforectomizados e seus respectivos tratamentos. O grupo SHAM apresentou um 
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aumento uterino normalmente aceitável, tendo em vista que os animais possuem 

ovários que ciclaram adequadamente. 

Com o objetivo de confirmar a eficácia OOF, o peso uterino é medido ao fim de 

cada experimento. Carmo et al43 observou que peso uterino dos animais subemetidos 

a OOF, foi significativamente reduzido em comparação com o grupo falso operado, 

corroborando com os dados encontrados no presente estudo. 

Sabe-se que o estrogênio e a progesterona endógeno são hormônios 

responsáveis pela homeostase do tecido uterino44. Entretanto, Maioral et al45, em seus 

achados observaram que terapia estroprogestativa afetou profundamente o 

endométrio dos animais submetidos ao tratatamento, estes dados divergem do 

presente estudo, tendo em vista que os animais tratatados com EP permaneceram 

com o útero atrófico. 

Corroborando com os achados do presente estudo, Jarić et al46, em 

experimentos utilizando ratas submetidas a tratamento via sbcultanêa com daidizeina 

não observou alteração do peso do útero e características estereológicas dos 

principais compartimentos uterinos, o tratamento não promoveu eventos associados 

a proliferação celular do endométrio dos animais. 

Russel et al47 verificaram que as isoflavonas não alteram o peso uterino de 

ratas submetidas a menopausa. Estes autores sugerem que as isoflavonas exibem 

efeitos semelhantes ao do estradiol, através de vias estrogênicas, entretando, mais 

estudos precisam ser realizados a fim de elucidar a afinidade de ligação das 

isoflavonas ao ERα. 

Achados de uma pesquisa desenvolvida por Chinigarzadeh et al (2014)48 

respectivamente, divergem dos dados encontrados no presente estudo, uma vez que, 

observaram o aumentou do peso uterino de ratas OOF tratadas com genisteína 

diariamente, entretanto foram consideradas altas doses de ISOs (genisteína), 

sugerindo trofismo dose-dependente do útero e alterações hiperplásicas, reveladas 

por análises estereológicas e histomorfométricas. 

Os níveis séricos de cálcio foram diminuídos nos animais submetidos a OOF, o 

tratamento com EP restaurou os níveis de cálcio (Ca). 

 A deficiência de estrogênio exerce papel importante na patogênese da 
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osteoporose pós-menopausa; este hormônio regula a remodelação óssea através da 

modulação da produção de citocinas e fatores de crescimento a partir da medula 

óssea e das células ósseas49. 

A remodelação óssea consiste em um processo fisiológico cujo a reabsorção 

do osso é mediada por osteoclastos, a medida que a formação ossea é induzida por 

osteoblastos, havendo promoção de minerais para o fluido extracelular, adaptação às 

forças de tensão e deformação, além de constantemente reparar microfraturas. Os 

osteoblastos são necessários para a ativação dos osteoclastos e, portanto, agentes 

que estimulam apenas a formação de osso também induzirão aumento da 

reabsorção50. 

As células osteoblasticas são importantes células do tecido ósseo, com papel 

fundamental na formação deste técido, atuam através de fatores parácrinos na 

diferenciação dos osteoclastos, em decorrência do aumento na expressão do RANKL 

e de OPG. RANKL é uma proteína transmembrana expressa abundantemente na 

superfície de pré-osteoblastos, osteoblastos, células periosteais e osteócito. A ligação 

de RANKL é capaz de ativar a expressão do RANK, que está amplamente presente 

na membrana dos osteoclastos e seus precursores. Como efeito da ligação de RANKL 

em RANK, ocorre a estimulação a formação, atividade e sobrevivência dos 

osteoclastos, resultando na reabsorção óssea. A OPG, por sua vez, é um receptor 

solúvel produzido por osteoclastos e se liga a RANKL, impedindo a ligação de 

RANKL/RANK e inibindo, consequentemente, a osteoclastogênese. O eixo 

RANK/RANKL/OPG é regulado por várias citocinas (interleucina 1, 4, 6, 11, 17 e TNF-

a), hormônios (glicocorticoides, vitamina D e estrógeno) entre outros fatores que 

determinam a atividade dos osteoclastos51. 

Estudo realizado por Xu et al52, evidenciam que o modelo de ovariectomia 

também é utilizado para o estudo da osteoporose, além disso, verificaram que os 

níveis de cálcio no grupo SHAM, permaneceram maiores quando comparados com o 

grupo OOF, esses achados corroboram com os dados observados no presente 

estudo. 

A TRH é conhecida por seus benefícios relacionados a prevenção do 

surgimento de osteoporose após a menopausa19. 
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Em estudo de revisão de literatura, desenvolvido por Li e wang49, os autores 

descrevem que a TRH, com estrogênio e progesterona que se aplica principalmente 

a mulheres na pós-menopausa com alto risco de fratura, funciona como modulador de 

receptores de estrogênicos (ER), se ligando aos ER nas células ósseas, 

desempenham papel semelhante ao estrogênio endogeno para inibir a absorção 

óssea, aumentar a densidade óssea e reduzir o risco de fratura vertebral.  

No presente estudo os animais submetidos ao tratamento com TRH, 

apresentaram valores de cálcio semelhantes ao grupo SHAM, demosntrando a 

eficácia deste tratamento para  prevenção de fraturas advindas da osteoporose pós 

menopausa. 

Entretanto, dados literários também sugerem que a TRH aumenta o risco de 

câncer estrogênio dependente (mama, endométrio), sangramento vaginal, doença 

coronariana, acidente vascular cerebral e tromboembolismo venoso, entre outros 

efeitos colaterais53-55. 

 Existe um intenso questionamento a cerca das isoflavonas de soja como terapia 

de reposição hormonal para a prevenção da osteoporose na pós-menopausa, estudos 

epidemiológicos e experimentais confirmaram que as isoflavonas possuem um efeito 

positivo sobre os ossos de mulheres na pós-menopausa56-58 e em modelos de ratos 

ooforectomizados59,60. 

 KIM et al61 em estudo com animais OOF, observou que os animais 

suplementados com diferentes doses de ISO, obtiveram aumento sérico de cálcio 

quando comparados ao grupo controle (SHAM).  Estudos realizados por Wang62 

mostra que a suplementação de genisteína promove a mineralização óssea pelo 

aumento do cálcio ósseo, prevenindo a osteoporose. Qi e Zheng55 relataram que a 

suplementação de genisteína, aumentou os níveis séricos de calcio em ratas OOF. 

Entretanto no presente estudo os níveis séricos de Ca dos animais tratados com ISO, 

não apresentaram diferença significativa quando comparado com o grupo EP. 

 Embora a literatura demonstre os efeitos das ISOs na homeostase óssea, 

sugere-se que esses efeitos são passiveis de modificações em virtude, do tempo de 

tratamento e doses utilizadas. 

 No que diz respeito aos níveis de magnésio (Mg) sérico dos animais 



65 

 

 

 

 

 

 

submetidos aos tratamentos propostos no presente estudo, não foram observadas 

diferença entre os grupos experimentais. 

 A formação óssea inclui diversos componentes, entre eles estão o sódio, cálcio, 

magnésio, potássio, zinco, fosforo e carbonato, associados à uma matriz protéica 

orgânica, constituída em maioria de fibras de colágeno tipo I e apenas 5% de 

proteoglicanos e proteínas não colagenosas63. 

 O magnésio atua como catalisador para inúmeras enzimas, além de fornecer 

estrutura específica as mesmas64. É fundamental para a função normal das glândulas 

paratireoides e para o metabolismo da vitamina D65; sua deficiência está associada 

com a hipertensão, arritmia cardíaca, infarto do miocárdio, hipocalemia e 

hipocalcemia66. 

 A hipomagnesemia está associada a condições de menopausa, ou consumo 

inadequado (baixo), estudo realizado em ratos, demonstrou que a redução dietética 

de magnésio inferior a 50% das necessidades diárias do animal resultou em redução 

da massa óssea, está deficiência quando associada à depleção de cálcio piora ainda 

mais esta condição. Os mecanismos sugeridos para a redução da massa óssea 

incluem a diminuição da formação e aumento da reabsorção óssea, e os fatores que 

contribuem incluem alterações no hormônio da paratireoide e na 1,25(OH)2 vitamina 

D, aumento de citocinas inflamatórias, como o TNF e IL-1, bem como um aumento no 

RANKL e uma redução de OPG67. 

  Além disso, a hipomagnesemia reduz a absorção de cálcio, devido a ativação 

da vitamina D, que necessita de uma enzima, a hidroxilase, que é dependente de 

magnésio68-70. Mulheres pós-menopausadas são encorajadas a consumir pelo menos 

1000 mg de cálcio diariamente, entretanto, isto pode resultar em uma relação entre 

cálcio/magnésio na dieta de 4:1, a proporção recomendada é de 2:1, o que prejudica 

a absorção de magnésio e predispõe seu déficit71. 

 Estudos mostraram que a absorção de magnésio no intestino delgado ocorre 

por uma via transcelular72. As especificidades da absorção de magnésio pelo epitélio 

intestinal e o efeito de várias alterações hormonais associadas à menopausa na sua 

absorção, ainda não são bem esclarecidos. O rim desempenha um papel importante 

na regulação da homeostase do magnésio73.  
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Sonu et al74 relata que os níveis séricos de magnésio na urina, foram 

significativamente mais elevados em mulheres pós-menopausadas, quando 

comparadas com mulheres pré-menopausadas saudáveis. Os mecanismos 

detalhados responsáveis por isso ainda precisam ser elucidados. A hipermagnesúria 

observada pelos pesquisadores pode ser atribuida à diminuição da reabsorção renal 

secundária ocasionada pelo estrogênio reduzido, como observado em mulheres pós-

menopausadas. 

 Considerando a diminuição dos níveis séricos de magnésio durante a 

menopausa, os dados do presente estudo divergem desses achados, uma vez que 

não houve diferença entre os grupos estudados. Sonu e colaboradores74, observaram 

elevação nos níveis séricos de magnésio em mulheres pós-menopausadas, os 

autores sugerem que pode ser devido a uma alta ingestão alimentar nas mulheres do 

sul da Índia. Entretanto seriam necessários estudos detalhados a cerca da ingestão 

alimentar para elucidar esses resultados. 

 Em estudo realizado com a suplementação de um dos componentes presentes 

na ISO a genisteína, Wang62, observou que os níveis de magnésio sérico estavam 

aumentados e sugere que este constituinte tenha papel de prevenção da osteoporose. 

No entanto, os achados do presente estudo divergem dos dados da literatura expostos 

anteriormente. 

O estradiol e progesterona diminuiram após a cirurugia de OOF, os tratamentos 

utilizados não aumentaram os níveis de estradiol, no entanto os níveis de 

progesterona dos grupos tratatados com EP e ISO obtiveram aumento. 

Em condições de menopausa a diminuição dos hormônios sexuais estrogênio 

e progesterona é condição esperada, esta circunstância ocasiona inúmeros sintomas 

defavoraveis que fazem parte da síndrome do climatério6. 

Os hormônios estrogênio e progesterona regulam a proliferação e 

diferenciação das células endometriais. Esses hormônios também regulam a 

remodelação do útero para proporcionar um ambiente adequado para o 

desenvolvimento do embrião e manutenção da gravidez. Em um útero normal, a 

síntese de estradiol em cada estro ou ciclo menstrual resulta na proliferação de células 

epiteliais endometriais, além disso esses hormônios exercem efeitos em diversos 
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tecidos do organismo75. 

As isoflavonas de soja são bem conhecidas por suas propriedades terapêuticas 

relacionadas principalmente a sua estrutura semelhante a do 17β estradiol, as ISOs 

podem se ligar a ERs, distribuídos em diferentes tecidos, no entanto a afinidade deste 

componente não é igual ao hormônio endógeno, portanto os efeitos podem demorar 

a ocorrer76. 

Em estudo realizado por Huber, Imhof e Schmidt77 os autores descrevem que 

os produtos de soja ricos em isoflavonas podem aumentar o estradiol em mulheres na 

pós-menopausa. No presente estudo os níveis de estradiol foram menores no grupo 

tratado com ISO, pode-se sugerir que esses efeitos se diferenciam do grupo tratado 

com EP pela afinidade aos ERs. 

No que diz respeito aos níveis de progesterona o grupo tratado com ISOs 

apresentou aumento, esses achados corroboram com estudo in vitro realizado por 

XIÃO e colaboradores76 no qual foi observado aumento da progesterona.  

A regulação hormonal ocasionada pelo tratamento com fitoestrógenos pode 

contribuir para melhor qualidade de vida das mulheres no período de menopausa, 

uma vez que transtornos como fogachos, suor noturno, osteoporose, problemas 

cardiovasculares, mudanças na composição corporal e metabolismo dos lipídeos 

estão associadas a diminuição da secreção hormonal de estrogênio e 

progesterona76,7. 

RANKL e RANK são expressos no sistema nervoso central, possuem efeito na 

termorregulação. Estudos demosntram que camundongos fêmeas com deleção do 

gene RANK em neurônios e astrócitos apresentam aumento da temperatura corporal 

basal na fase escura, o que sugere que o sistema RANK também regula a temperatura 

fisiológica em mulheres78. Em nossos achados observou-se que os animais OOF 

apresentaram diminuição dos níveis de RANKL, os dados corroboram com a literatura, 

uma vez que esta diminuição está associada ao aumento de temperatura corporal, 

que é descrita em condições de menopausa. 

O Tratamento com ISOs, induziu um discreto aumento nos níveis de RANKL, 

sugerindo um efeito positivo, uma vez que os níveis basais são maiores que após a 

OOF. 
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Evidências substanciais demonstram que a regulação da homeostase óssea é 

dependente não apenas das células do osso, mas também dos estímulos neurais que 

ligam as células ósseas ao cérebro79. O cérebro é um regulador importante de 

condições de normalidade na periferia dos tecidos, enquanto a regulação central da 

massa óssea representa um novo campo de estudo80. 

 Em nossos achados referentes aos níveis de RANKL no soro dos animais, 

notamos um aumento discreto no grupo OOF. 

 Em modelos animais que possuem objetivo de estudar para desordens ósseas, 

os achados descrevem superexpressão de RANKL, além de níveis de RANKL sérico 

aumentado81,82, dados estes que se relacionam ao presente estudo uma vez que um 

dos efeitos da OOF consiste no surgimento da osteoporose.  

 Corroborando com nossos achados Nurdiana et al83, em seu estudo verificou 

que os níveis de RANKL nos animais submetidos a OOF foram maiores, quando 

comparados ao grupo SHAM. 

O RANKL é responsável por ativar uma variedade de vias de sinalização, que 

no tecido ósseo resultam no aumento da osteoclastogênese e consequentemente na 

aceleração da perda óssea84,85.  

Yan, Pey e Song86, verificaram que os níveis de RANKL aumentaram em 

condição patológica óssea, deste modo pode-se sugerir que o aumento de RANKL no 

presente estudo, pode estar associado a desordem metabólica ocorrida no técido 

ósseo em virtude da condição de menopausa, no qual os animais foram submetidos. 

Além das desordens osseas o RANKL costuma está aumentado no soro em 

condições de menopausa e patologias como câncer, glândula mamaria durante a 

gravidez78. 

 Os níveis de osteoprotegerina (OPG), não apresentaram diferença entre os 

grupos avaliados.  

 Em estudo realizado por Li et al87, os autores verificam que os animais 

ooforectomizados apresentaram níveis de OPG menores, quando comparados ao 

grupo SHAM, sugere-se que essa dimunição esteja relacionada a redução do 

hormônio estrogênio. Em nossos achados observou-se uma atenuação de OPG no 

grupo OOF de forma descreta. 
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Os tratamentos utilizados no presente estudo não induziram aumento nos 

níveis de OPG, conforme o esperado. Nurdiana et al83, corrobora com os achados do 

presente estudo, uma vez que, não houve aumento nos níveis de OPG entre os grupos 

de tratamento (extrato de L. pumila extract em doses diferentes).  

A dose e tempo de tratamento utilizados no presente estudo podem ser fatores 

responsáveis pelo efeito observado nos níveis de OPG. 

A expressão do receptor RANK no corpo do útero está marcadamente 

observada no epitélio de superfície, glândulas endometriais e estroma endometrial, 

em todos os grupos de animais analisados no presente estudo a intensidade da 

coloração, varia em detrimento da diferença entre os tratamentos utilizados, além das 

condições fisiológicas a qual cada grupo está submetido. 

Uma variedade de condições fisiológicas e patológicas estão relacionadas as 

moléculas RANK e RANKL, o estudo das mesmas tem ocorrido em especial com o 

interesse pela sua utilidade como alvos terapêuticos. Portanto a expressão e 

distribuição  deste receptor e da proteina lingante são fatores críticos em relação à 

eficácia e segurança de anticorpos contra RANK ou RANKL que são considerados 

como potenciais agentes terapêuticos88. 

Gomes et al89 investigou se a expressão de RANK estava relacionada com 

características clínico-patológicas de tumores endometriais primários. Os autores 

sugerem uma relação direta entre a expressão de RANK e o grau histológico do tumor. 

No entanto, são necessários mais estudos, a fim de esclarecer o papel o papel do 

RANK / RANKL como um marcador útil no câncer endometrial, se este papel for 

encontrado na gênese ou progressão do câncer de endométrio, a possibilidade de 

usar proteínas anti-RANKL pode abrir uma nova área na prevenção e tratamento deste 

tipo de câncer.  

Em nossos achados a expressão do receptor RANK na glândula mamária, está 

marcada no epitélio glandular em todos os grupos. 

RANKL e RANK possuem papel fundamental no desenvolvimento da glândula 

mamária e no aumento de células-tronco mamárias durante a gravidez90. Através de 

efeito parácrino o RANKL possui ação mitogênica na progesterona no epitélio 

mamário, a expressão de RANKL oscila com progesterona sérica, tanto em tecidos 
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mamários normais como malignos91.  

 Estudos prévios descrevem que a expressão de RANK na glândula mamária 

pode variar em decorrência de condições fisiológicas, patológicas ou mesmo por 

diferenças na sensibilidade do teste utilizado92-94. 

A expressão do receptor RANK na glândula mamária é menor quando 

comparado ao útero no presente estudo, sugere-se que essa diferença seja em virtude 

da influência dos hormônios sob os tecidos estudados, uma vez que o eixo 

RANKL/RANK parece ser mediado por fatores hormonais. 

É importante ressaltar que os diferentes desenhos experimentais, vias de 

administração, horários e doses do tratamento (estroprogestativos ou ISOs), 

variações nas características dos sujeitos do estudo (animais/humanos), incluindo 

raça, idade e até mesmo status da flora intestinal podem ser responsáveis pelas 

discrepâncias observadas entre os dados da literatura e o presente estudo. 

Limitações do estudo: Os equipamentos utilizados para a leitura dos testes 

realizados no presente estudo estavam sem uso e consequentemente sem calibração 

regular o que dificultou a leitura dos resultados.Os animais fornecidos pelo biotério 

central, foram liberados em quantidade limitada para o inicio dos experimentos, diante 

disso ouve discrepância relacionada ao peso e idade dos animais. 

 

Principais aspectos do artigo 

 

Quadro 1. Resumo dos efeitos do tratamento com Estroprogestativo (EP) e Isoflavonas de Soja (ISOs) 

em ratas Ooforectomizadas (OOF) e falso operadas (SHAM). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os efeitos do tratamento crônico com isoflavonas de soja no eixo 

OPG/RANK/RANKL em modelo experimental de menopausa foram positivos, uma 

vez que observou-se efeitos metabólicos a níveis centrais e periféricos de RANKL, 

além de expressão do RANK em níveis semelhantes ao controle negativo. Este 

tratamento ser utilizado como alvo terapêutico nas desordens ocasionadas pela 

desregulação do eixo acima mencionado como é o caso de condições que 

acometem mulheres em situação de menopausa. Sugerimos que mais estudos 

sejam realizados a fim de elucidar os mecanismos pelos quais as ISOs atuam sobre 

o metabolismo OPG/RANK/RANKL. 
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6. CONCLUSÕES  
 

No que diz respeito aos efeitos das ISOs no peso corporal o tratamento não 

inibiu o ganho induzido pela ooforectomia, no entanto diminiu o peso da gordura 

corporal e não aumentou o peso útero. 

A intervenção com isoflavonas de soja não aumentou os níveis de estradiol, 

entretanto a progesterona apresentou níveis elevados em relação aos demais 

tratamentos, os níveis séricos de cálcio permaneceram baixos, os de magnésio foram 

iguais em todos os grupos experimentais, já os níveis de RANKL e OPG no soro se 

encontraram diminuídos. O RANKL no fluido cerebroespinhal foi baixo. 

A expressão do receptor RANK no grupo tratado com ISOs apresentou-se 

aumentada no útero aproximando-se a condições basais, na transição para o 

endométrio a expressão também foi elevada e na mama o padrão foi semelhante em 

todos os grupos do estudo. 

Diante do exposto, as ISOs possuem efeito no eixo OPG/RANK/RANKL, no 

entanto são necessários a realização de outros estudos a fim de elucidar por quais 

mecanismos as ISOs podem agir sob o metabolismo acima descrito durante as 

condições de menopausa.  
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