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Compreende-se como climatério a fase da vida na qual as gonadas cessam sua funcdo. O
ultimo sangramento ciclico é designado por menopausa. O periodo precedente a menopausa € identificado
como pré-menopausa ¢ o periodo subseqiiente como pds-menopausa (BYDLOWSKI, 2002)

O climatério € um processo caracterizado pelo declinio na secrecdo de estrégeno pelos
ovarios, responsavel por uma série de modificacdes no corpo feminino. Alguns sintomas caracteristicos
deste periodo se manifestam de forma mais grave se o estrogeno for removido de forma abrupta como nas
ovariectomia (BYDLOWSKI, 2002).

O tratamento mais utilizado para reduzir essas alteracdes ¢ a TRH, com administragdo de
estrogenos ou estrogenos associados a progesterona. Estudos t€ém mostrado efeitos indesejaveis relacionados
a essa terapia, pois o estrégeno estimula as células endometriais aumentando o risco de aparecimento de
hiperplasias e carcinomas (VINCENT & FITZPATRICK, 2000).

Os hormonios ovarianos também agem na mucosa bucal, devido a presenca de receptores
especificos, detectados em tecido gengival por meio de métodos imunoistoquimicos (LEIMOLA et al.,
2000). A deficiéncia de estrégeno possivelmente causa alteracdes teciduais na mucosa bucal, uma vez que
afeta a proliferacdo, diferenciacdo e queratinizacdo do epitélio gengival e estimula a proliferacdo de
fibroblastos (SEKO et al., 2005; VITTEK et al. 1982).

Alguns autores acreditam que a deficiéncia dos hormonios ovarianos tem relacdio com a
sindrome da ardéncia bucal (SAB), chamada também de desconforto oral (FORABOSCO et al. 1992;
WALDROP et al. 1989). A SAB representa uma condig@o caracterizada por boca seca, com uma sensagao
de queimacdo. Atrofia gengival e ulceracdes na mucosa bucal também podem fazer parte do quadro clinico
(FORABOSCO et al. 1992).

Seko et al. (2005) avaliaram o efeito do estrégeno e de sua deficiéncia na mucosa bucal de
ratas ovariectomizadas. Os resultados mostraram que nos animais ovariectomizados a espessura do epitélio
da mucosa e da camada cérnea foi significativamente menor e que o periodo de renovagdo epitelial foi
prolongado. A diferenca foi mais evidente no apice da lingua.

A TRH tem apresentado efeitos indesejaveis como o aumento do risco de cancer de mama e
complica¢Ges vasculares, como embolias e tromboses, relatados em mulheres que fazem uso dessa terapia.
Como conseqiiéncia, houve um o aumento na busca de terapias alternativas (WUTTKE et al. 2002).

Uma das alternativas terapéuticas sdo os fitohormdnios, ou fitoestrogenos, um grupo de
compostos ndo-esterdides encontrados em diversos vegetais (GLAZIER & BOWMAN 2001; AXELSON et
al., 1984). Grande parte desses compostos apresenta um anel fendlico, responsavel por sua capacidade de
ligacdo aos receptores hormonais, podendo agir como agonistas ou antagonistas dos estrégenos, dependendo
do sitio de atuagdo (ALVES & SILVA, 2002; WILLIAMS & STANGEL, 1996).

Existem trés tipos de fitoestrogenos: as isoflavonas (mais potentes) encontradas
principalmente na soja, as lignanas encontradas em grios, frutas e vegetais e as cumestanas na semente de
linhaca e alfafa (VINCENT & FITZPATRICK, 2000). Dentre essas, a genisteina e a daidzeina sdo as mais
investigadas e possuem propriedades estrogénicas (NAFTOLIN & STANBURY, 2002; WUTTKE et al.
2002; GLAZIER & BOWMAN, 2001).

Nos o6rgdos-alvo, os fitoestrogenos tendem a formar ligagdes estaveis com os receptores
hormonais. Tais compostos sdo levados pelas mesmas proteinas transportadoras de esterdides do sangue e
como apresentam baixa afinidade pelas proteinas transportadoras, sdo encontrados em maiores quantidades
na sua forma livre que os estrogenos naturais ou sintéticos (ALVES & SILVA, 2002).

O efeito bioldgico dependerd do tipo e da quantidade de receptores hormonais existentes em
cada 6rgdo-alvo, além da quantidade de hormdnios produzidos pelo organismo e presentes na circulagdo
(VINCENT & FITZPATRICK, 2000).

Nao foram encontrados na literatura, até o presente momento, estudos sobre os efeitos das
isoflavonas no epitélio bucal de ratas ovariectomizadas. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi analisar
os efeitos da ovariectomia e do tratamento com extrato de isoflavonas da soja no indice de proliferacdo do
epitélio lingual comparado ao epitélio uterino de ratas, por meio de analise imunoistoquimica.



Foram utilizadas 45 ratas adultas (Rattus norvegicus, variacio albinus, Wistar) com 90
dias de idade, peso aproximado de 300g, mantidos em gaiolas a temperatura ambiente, alimentados
com racdo e agua adlibitum, fornecidos pelo biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos-UNESP.

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupo ovariectomizado (30 animais) e grupo
Sham (15 animais). Nos animais do grupo ovariectomizado foi realizada a remoc¢do do ovério juntamente
com parte do utero e tecidos moles circundantes, sendo este procedimento feito bilateralmente.

Nos animais do grupo Sham, foi feita a exposicao dos ovarios sem a remogao dos mesmos.

Os animais foram entdo subdivididos de acordo com o tratamento recebido:

e  Grupo ISO: constituido por 15 ratas que receberam 15mg/kg/dia, de isoflavonas;

® Grupo OVZ: constituido por 15 ratas ovariectomizadas que receberam dgua como
placebo;

e Grupo Sham: constituido por 15 ratas falso-operadas (sham) que receberam agua
como placebo.

O medicamento utilizado foi o extrato de isoflavonas da soja a 40%, cedido pelo Laboratdrio
Botanico Herbarium, administrado via oral, por gavage.

De cada grupo de 15 ratas , cinco foram sacrificadas 3 semanas apds a cirurgia, cinco apés 5
semanas, € as cinco restantes foram sacrificadas 8 semanas ap6s a cirurgia. Os animais foram anestesiados
e sacrificados na guilhotina, a lingua e o ttero de cada animal foram removidos e imediatamente fixados
em solugdo de formol a 10%, para andlise histolégica e imunoistoquimica

Para andlise histoldgica, as linguas e o ttero foram fixados pelo tempo minimo de 24 horas e
incluidos em parafina. Parte do material foi cortado e corado pela técnica da hematoxilina-eosina, e
submetidos a andlise qualitativa em microscopia de luz.

Para a andlise imunoistoquimica foi utilizada a técnica da streptavidina-biotina-peroxidase
(DAKO LSAB kit, Peroxidase) para evidenciacdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). O
indice proliferativo foi obtido pela contagem das células marcadas positivamente pelo anticorpo PC10
(anti-PCNA). Foram feitas trés laminas de udtero e trés de lingua para cada rata, com cortes em diferentes
planos. Foram contadas 300 células de ttero e 300 células de lingua de cada rata.

Os dados referentes ao indice proliferativo das 45 ratas foram avaliados por meio do teste
ANOVA, dois fatores e o teste de comparacao miiltipla de TUKEY, desejando-se saber se:

a) houve alguma relagdo entre o indice proliferativo e a deficiéncia estrogénica

b) houve alguma diferenga significativa entre os indices de PCNA comparando-se as

diferentes condi¢des de tratamento.

Foi considerado como nivel de significancia o valor convencional de 5%.

Nao foi observado efeito da deficiéncia estrogénica sobre os aspectos morfoldgicos do dpice
da lingua, bem como sobre o indice proliferativo da camada basal do epitélio, embora o grupo OVZ tenha
apresentado menores médias de células PCNA positivas nos trés periodos de sacrificio (Gréfico 1). Uma
limitagdo do PCNA relaciona-se ao seu tempo de meia-vida de aproximadamente vinte horas. Tal fato
torna possivel a deteccdo dessa proteina em células que tenham deixado recentemente o ciclo celular (Hall
et al., 1990). Os nossos resultados devem ser interpretados levando-se em consideragdo essa restricéo.
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GRAFICO 1 - médias das porcentagens de células marcadas, considerando os efeitos ovariectomia e
tempo de sacrificio.
Durante o sacrificio, notou-se que a defici€ncia estrogénica ocasionou uma evidente
diminui¢do do volume do ttero, resultado confirmado pela andlise histolégica e imunoistoquimica.



Na andlise histologica foi observado que no grupo Sham, o epitélio de revestimento
apresentou-se como epitélio simples, ora colunar baixo, ora colunar alto e um caso com metaplasia
escamosa. O estroma subjacente apresentou intensa infiltracdo inflamatéria eosinofilica. J4 nos grupos
OVZ e IS0, o epitélio de revestimento apresentou-se como epitélio ctibico simples e o estroma subjacente
exibiu menor espessura que o grupo Sham.

Os eosindfilos desempenham importante papel na preparagdo do endométrio para implantagdo
do 6vulo na fase estro do ciclo menstrual de ratas e outros mamiferos (Koshi et al., 2005). Portanto,
conclui-se que todas as ratas do grupo Sham encontravam-se nessa fase do ciclo.

A porcentagem média de células PCNA positivas no utero das ratas do grupo OVZ no periodo
de cinco semanas foi menor quando comparada a do periodo de trés semanas. Entretanto, na oitava semana
a porcentagem foi maior. Possivelmente essa variagdo se deva aos mecanismos de compensagdo hormonal
que existem no organismo (Grafico 2).
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GRAFICO 2 - médias das porcentagens de células marcadas no utero, considerando os efeitos
ovariectomia e tempo de sacrificio.

Na lingua o grupo ISO ndo apresentou diferencas significativas em relagdo ao grupo OVZ,
porém, no ttero as médias foram superiores as do grupo OVZ, nos trés periodos de sacrificio (Gréfico 3).
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GRAFICO 3 - médias das porcentagens de células marcadas no ttero, considerando os efeitos
ovariectomia e tratamento.

O tratamento com isoflavonas de soja foi responsdvel por um aumento significativo no indice
de proliferacdo do epitélio uterino. Segundo Wuttke et al. (2003), a soja, dentre outras, foi capaz de
estimular o tdtero em estudos recentes com animais. Se este evento for semelhante nas mulheres, este
fitoestrégeno apresentard um importante efeito indesejavel, tal como a TRH convencional.

Baseado nas condi¢des experimentais desse trabalho, conclui-se que a defici€ncia estrogénica
nao influenciou o indice proliferativo do epitélio da lingua de ratas, mas desempenhou efeito evidente no
utero. O tratamento com as isoflavonas ocasionou efeitos uterotréficos.
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