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Resumo: Objetivou-se analisar os efeitos da terapia de reposicdo hormonal (TRH),
do tratamento com extrato de isoflavonas de soja ou da terapia combinada sobre a
espessura e o indice proliferativo do epitélio da lingua de ratas ovariectomizadas.
Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizadas 105 ratas fémeas, das quais
84 foram ovariectomizadas e 21 falsamente operadas (Sham). As ratas
ovariectomizadas foram divididas em quatro grupos que receberam diariamente:
Grupo OVX: &agua filtrada; Grupo EST: 1,0mg/kg/dia de B-estradiol 17-valerato;
Grupo ISO: 15 mg/kg/dia, de extrato de isoflavonas de soja; e Grupo ASS: terapia
combinada. O tratamento iniciou no dia da ovariectomia até a eutanasia, que ocorreu
apos 3, 5 e 8 semanas. A lingua foi processada para analise histologica de rotina e
imunohistoquimica do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Foram
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avaliados a espessura e 0s aspectos morfolégicos do epitélio. Os testes ANOVA e
Tukey demonstraram que a ovariectomia induziu predominantemente menor
espessura e maior indice proliferativo. O TRH apresentou alguns picos de espessura
mais elevados. O extrato de soja demonstrou maior indice proliferativo sem
significancia estatistica. A terapia combinada apresentou comportamento variado. O
efeito dos tratamentos diferiu de acordo com os periodos de experimento e com a
avaliacdo da espessura local. Apenas o indice proliferativo ndo apresentou
diferencas significativas.

Palavras-chave: ovariectomia; terapia de reposicdo de estrogénio; isoflavonas de
soja; indice proliferativo; epitélio da lingua.

Abstract: To analyze the effects of ovariectomy, hormone replacement therapy
(HRT), treatment with soy isoflavones extract, or combined therapy on the thickness
and proliferative index of tongue epithelium. One hundred and five female rats were
used, of which 84 were ovariectomized and 21 were false-operated (Sham). The
ovariectomized rats were divided into four groups that received daily: Group OVX:
filtered water; Group EST: 1.0mg/kg/day of B-estradiol 17-valerate; Group 1SO: 15
mg/kg/day, of soy isoflavones extract; and Group ASS: combined therapy. The
treatment started on the day of ovariectomy until euthanasia, which occurred after 3,
5, and 8 weeks. The tongue was processed for routine histological analysis and
immunohistochemistry of cell proliferation nuclear antigen (PCNA). The thickness
and morphological aspects of the epithelium were evaluated. The ANOVA and Tukey
tests demonstrated that ovariectomy predominantly induced lower thickness and
higher proliferative index. HRT presented some higher peaks of thickness. Soy
extract demonstrated a higher proliferative index without statistical significance.
Combined therapy presented varied behavior. The effect of the treatments differed
according to the periods of experiment and the local thickness assessment. Only the
proliferative index presented no significant differences.

Key words: ovariectomy; estrogen replacement therapy; soy isoflavones;
proliferative index; tongue epithelium.

Resumen: El objetivo de este estudio fue analizar los efectos de la terapia de
reemplazo hormonal (TRH), el tratamiento con extracto de isoflavonas de soja o la
terapia combinada sobre el grosor y el indice de proliferacién del epitelio lingual en
ratas ovariectomizadas. Para el estudio, se utilizaron 105 ratas hembras, de las
cuales 84 fueron ovariectomizadas y 21 fueron sometidas a cirugia simulada. Las
ratas ovariectomizadas se dividieron en cuatro grupos que recibieron diariamente lo
siguiente: Grupo OVX: agua filtrada; Grupo EST: 1,0 mg/kg/dia de B-estradiol 17-
valerato; Grupo ISO: 15 mg/kg/dia de extracto de isoflavonas de soja; y Grupo ASS.:
terapia combinada. El tratamiento comenzé el dia de la ovariectomia y continud
hasta la eutanasia, que ocurrié después de 3, 5 y 8 semanas. La lengua se procesoé
para analisis histologico de rutina e inmunohistoquimica del antigeno nuclear de
células proliferantes (PCNA). Se evaluaron el grosor y los aspectos morfolégicos del
epitelio. Las pruebas ANOVA y Tukey demostraron que la ovariectomia indujo
predominantemente un menor grosor y un mayor indice proliferativo. La terapia de
reemplazo hormonal (TRH) mostré algunos picos de mayor grosor. El extracto de
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soja mostré un mayor indice proliferativo, aunque sin significacion estadistica. La
terapia combinada mostré6 un comportamiento variable. El efecto de los tratamientos
difirid segun los periodos experimentales y la evaluacion del grosor local. Solo el
indice proliferativo no mostro diferencias significativas.

Palabras clave: ovariectomia; terapia de reemplazo hormonal con estroégenos;
isoflavonas de soja; indice de proliferacion; epitelio lingual.

1 INTRODUCAO

Os estrogénios sdo horménios que produzem inumeras acodes fisiologicas,
incluindo efeitos no desenvolvimento, a¢cdes neuroenddcrinas, como controle da
ovulacdo, preparacdo ciclica do trato reprodutivo para fertilizacdo, implantacdo do
blastocisto e efeitos no metabolismo de minerais, carboidratos, proteinas e lipidios
(Schweppe, 1962). O uso terapéutico de estrogénios € difundido e comumente
prescrito na reposicdo hormonal apds a menopausa e ha contracepc¢ao.

Os receptores de estrogénio estdo nos tecidos do trato reprodutivo em uma
concentracdo que varia de 10.000 a 100.000 moléculas por célula. Em outros
tecidos, como 0s 0Ss0s, 0s receptores de estrogénio estdo presentes em niveis mais
baixos, cerca de 200-1200 moléculas por célula. A especificidade € determinada pela
ligacdo do hormdnio ao receptor, e a resposta tecidual depende do numero de
receptores (Turner et al., 1994).

A membrana mucosa que reveste as estruturas dentro dos limites da cavidade
oral é conhecida como mucosa oral. A mucosa oral é recoberta por um epitélio
estratificado escamoso superficial, conhecido como epitélio oral, cuja espessura e
grau de queratinizacdo dependem da localizacdo e das exigéncias funcionais. As
funcdes da mucosa oral incluem a protecdo dos tecidos subjacentes de estimulos
mecanicos, quimicos e biologicos, secrecado de substancias essenciais e uma fungéo
sensorial, que permite a percepcao de temperatura, tato, dor e paladar (Brizuela &
Winters, 2023).

A camada basal do epitélio oral apresenta uma camada de células cubdides ou
colunares que estdo acima da membrana basal a qual os hemidesmossomos as
fixam. Estas células sdo conhecidas pela sua capacidade mitética que permite a
manutencdo da espessura do epitélio, uma vez que as células superficiais se
desprendem constantemente (Brizuela & Winters, 2023).

A menopausa é marcada pelo declinio dos niveis séricos de horménios
sexuais, porém essa diminui¢do afeta diretamente todos os tecidos biolégicos, sendo
perceptiveis na pele, que perde sua estrutura, além da interferéncia nos processos
de cicatrizacao de feridas (Wilkinson & Hardman, 2017).

Forabosco et al. (1982) sugeriram que o desconforto oral (uma condi¢ao
bastante comum em mulheres na menopausa) pode estar relacionado a deficiéncia
de estrogénio. A terapia de reposicdo hormonal pode ser eficaz no controle dos
sintomas. Ratas ovariectomizadas exibiram uma porcentagem menor de acinos e
ductos estriados das glandulas salivares do que as ratas SHAM, o que pode explicar
a relacédo entre a menopausa e a sindrome da boca ardente (Carvalho et al., 2011),
relatada em associa¢cdo com os disturbios da menopausa.

Infelizmente, os estrogénios podem causar efeitos deletérios no tecido mamario
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e uterino e no sistema cardiovascular (Skouby, 2000). Assim, terapias alternativas
tém sido estudadas. Os fitoestrogenos ocorrem naturalmente em alguns vegetais e
sdo estrutural e funcionalmente semelhantes ao estradiol. Dentre as classes
quimicas, as ac¢des estrogénicas mais potentes sdo observadas nas isoflavonas,
com destaque para a genisteina, a daidzeina e a gliciteina, presentes no gérmen de
soja. Dentre estes, a genisteina e a daidzeina séo os mais investigados e possuem
propriedades estrogénicas (Abuajah et al., 2015).

As isoflavonas parecem ser eficazes quando combinadas com estrogénio na
terapia de reposicdo hormonal, uma vez que ndo demonstraram efeitos antagonistas
as acgles estrogénicas (Naftolin & Stanbury, 2002).

Os estrogénios podem estimular a proliferacdo de células epiteliais basais e a
diferenciacdo do epitélio na glandula mamaria e a proliferacdo de células uterinas
(Mallepell et al.,, 2006; Zhu & Pollard, 2007). Genisteina e daidzeina (potentes
constituintes das isoflavonas de soja) podem ser Uteis para promover a funcéo
imunologica inata do endométrio humano devido a inducdo de tecidos endometriais
e células epiteliais a secretar beta-defensina 1 e 2 (Srisomboon et al., 2016).

Nossa hipotese € que a espessura do epitélio pode estar envolvida nos
sintomas da Sindrome da Boca Ardente apdés a queda do estrogénio pos-
menopausa. Portanto, decidimos testar os medicamentos comumente usados para
controlar outros sintomas conhecidos da menopausa e avaliamos a espessura do
epitélio e a proliferacdo da camada celular basal.

Até onde sabemos, ndo ha relato na literatura sobre os efeitos das isoflavonas
no epitélio da superficie dorsal da lingua de ratas ovariectomizadas. Este estudo
teve como objetivo analisar os efeitos da ovariectomia e dos tratamentos com
estrogénio e extrato de isoflavonas de soja, isolados ou em associacdo, na mucosa
lingual de ratas ovariectomizadas por meio de andlises histolégicas,
histomorfométricas e imunohistoquimicas.

2 METODOLOGIA

Os procedimentos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos (027/2005-PA/CEP).
Foram utilizadas 105 ratas fémeas, pesando aproximadamente 300g (Rattus
norvegicus, variacdo Albinus, Wistar). Os animais foram mantidos em gaiolas em
temperatura ambiente, alimentados com racdo e agua ad libitum, fornecidas pelo
Laboratério de Animais da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos da
Universidade do Estado de Sdo Paulo (UNESP). A solucdo de 13 mg/kg de 2-(2,6-
xilidina)-5,6-diidro-4H-1,3-tiazina (Rompun, Bayer Brasil) e 33 mg/kg de Cetamina
(Dopalen - Agribands of Brasil Ltda), por via intramuscular, foi utilizado para
anestesia geral.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: 0 grupo
ovariectomizado composto por 84 animais ovariectomizados e um grupo composto
por 21 animais operados simuladamente. A ovariectomia foi realizada sob anestesia;
a tricotomia foi realizada ao nivel dos rins e abaixo da costela inferior e a antissepsia
foi feita com alcool iodado. A incisao foi feita e ap6s a ligadura que evita hemorragia,
foi realizada a retirada dos ovarios com parte do Utero e tecidos moles adjacentes.
Este procedimento foi realizado bilateralmente.

Nos animais do grupo Sham, foi realizada a falsa ovariectomia ou cirurgia
sham, na qual foram realizados os mesmos procedimentos, com exposi¢cao dos
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ovarios, mas sem ligadura e remocao.

Ao final dos procedimentos, a camada muscular foi suturada com categute
reabsorvivel 4 (Cirumédica Brasil), em seguida a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon,
Johnson & Johnson) e nova antissepsia com alcool iodado na area operada.

Os animais foram monitorados no periodo pos-operatorio imediato, seguindo as
normas institucionais vigentes a época do estudo, ndo sendo observados sinais
clinicos relacionados a dor ou sofrimento, indicativos de necessidade de analgesia
adicional.

De acordo com o tratamento recebido (gavagem oral diaria), os animais
ovariectomizados foram divididos aleatoriamente em grupos: Grupo OVX: composto
por 21 ratas que receberam agua filtrada; Grupo EST: composto por 21 ratas que
receberam 1,0mg/kg/dia de B-estradiol 17-valerato; Grupo ISO: composto por 21
ratos que receberam 15mg/kg/dia de extrato de isoflavonas; Grupo ASS: composto
por 21 ratas que receberam 15mg/kg/dia de extrato de isoflavonas e 1,0mg/kg/dia de
B-estradiol 17-valerato.

Os medicamentos utilizados foram Primogyna (Schering do Brasil, Quimica e
Farmacéutica Ltda Sdo Paulo Brasil) e extrato de isoflavonas (gentilmente cedido
pelo laboratério Herbarium). Detalhes do extrato foram publicados anteriormente
(Carvalho et al., 2011). Ambos foram diluidos em agua. Os animais do grupo Sham
receberam agua filtrada.

Os animais de cada grupo foram sacrificados aleatoriamente 3, 5 ou 8
semanas apos a cirurgia (n=7). Os animais foram anestesiados e eutanasiados por
guilhotina, sendo a lingua de cada animal retirada e imediatamente fixada em formol
a 10% para posterior analise histolégica e histomorfométrica. Durante a eutanasia,
os efeitos da deficiéncia de estrogénio no Uutero foram observados
macroscopicamente.

Para analise histologica, a lingua foi seccionada em duas partes no sentido
sagital. Apds a fixacdo, o material foi submetido ao processamento rotineiro para
corte e coloragdo com hematoxilina-eosina, para ser examinado em microscopia
Optica.

A analise histomorfométrica foi realizada na regido das papilas cbnicas simples,
na superficie dorsal. Medidas lineares foram feitas estendendo-se da camada basal
até a camada superior da cOrnea e separadamente apenas na camada coérnea
(queratina). Para analise histomorfométrica foram realizados dois cortes semi-
seriados de cada lingua. Em ampliacdo original de 200X, as imagens foram
capturadas por camera digital Cyber-Shot, DSC-585 acoplada ao microscopio optico
Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). A espessura do epitélio foi medida
utilizando o software NIH IMAGE J. Duas regides em cada nivel foram medidas por
dois examinadores calibrados (teste Kappa 85%) e foi obtida uma média por animal.

2.1 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina foram utilizadas para
analise imunohistoquimica pelo método complexo avidina-biotina-peroxidase (Kkit
LSAB, peroxidase de rabano DAKO). Resumidamente, se¢des de 3 um da lingua
foram desparafinadas e reidratadas antes da recuperagdo antigénica, que foi
realizada em tampé&o citrato no microondas por 15 minutos. Estas preparagdes foram
incubadas em H,O, durante 5 min para bloquear a peroxidase endogena. Em
seguida, foram incubados durante a noite a 4°C com expressao de antigeno nuclear

Revista Univap - revista.univap.br
S&o0 José dos Campos-SP-Brasil, v. 32, n. 73, 2026, ISSN 2237-1753



de células antiproliferativas de anticorpo monoclonal primario de camundongo
(PCNA - PC10 Dako Denmark A/S). As amostras foram incubadas com um anticorpo
secundario biotinilado e expostas a um complexo terciario estreptavidina-peroxidase
(Kit Universal Dako LSAB, Peroxidase). A detecgdo cromogénica foi realizada com
3,3-diaminobenzidina (DAB). A contrastacdo foi realizada com hematoxilina de
Mayer. Os controles negativos para imunocoloragdo foram obtidos substituindo os
anticorpos primarios por PBS. De um total de 300 células epiteliais da camada basal,
foi obtido um pencentual de células positivas para PCNA para cada animal.

2.2 ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov Smirnov. As estatisticas
inferenciais compararam os grupos Sham, OVX, EST, ISO e ASS em cada periodo
de eutanasia (3, 5 e 8 semanas ap0s a cirurgia) usando analise de variancia
(ANOVA, one way) e testes de Tukey (5%).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A concordancia Kappa entre avaliadores foi de 85%.

A analise histolégica baseou-se na avaliagcdo qualitativa da morfologia das
células e estruturas. Todos os grupos (Sham, OVX, ISO, ASS e EST) apresentaram
caracteristicas microscépicas qualitativamente idénticas nos trés periodos. Eles
foram, portanto, descritos juntos.
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Figura 1 — Analise histologica da superficie dorsal da lingua
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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A superficie dorsal da lingua é coberta por epitélio escamoso estratificado
ortoqueratinizado, formando interdigitacbées com o tecido conjuntivo subjacente. As
papilas filiformes sdo observadas como trés subtipos diferentes: conicas simples,
cOnicas verdadeiras e gigantes, localizadas nos dois ter¢os anteriores (Figuras 1A e
B); as papilas fungiformes estdo presentes em menor nimero, também nos dois
tercos anteriores, dispersas entre as papilas conicas simples.

As papilas conicas simples séo curtas, apresentam base larga e estéo distantes
umas das outras com superficies interpapilares suficientes. As papilas gigantes sédo
maiores e mais visiveis (Figura 1C) que as cbnicas simples. As verdadeiras papilas
conicas sdo mais longas, mais finas e proximas umas das outras (Figura 1D). As
papilas fungiformes sdo curtas e largas, com base arredondada e corpusculo
gustativo no epitélio da superficie superior (Figura 1E).

As papilas filiformes apresentam duas superficies: a anterior, que € convexa
nas conicas simples e verdadeiras, mas cOncava nas gigantes; e posteriormente,
gue é cOncava nas conicas simples e verdadeiras e convexa nas gigantes. A
colonizacdo de bactérias no dorso da lingua ocorre na superficie convexa do
filiforme, geralmente ndo ocorrendo nas superficies cbncavas, regides interpapilares
e papilas fungiformes.

As bactérias sdo predominantemente cocos e estdo mais presentes nas papilas
verdadeiras. A superficie ventral da lingua é revestida por epitélio escamoso
estratificado queratinizado e o tecido conjuntivo é rico em vasos sanguineos e
linfaticos. O epitélio forma algumas interdigitacbes com o tecido conjuntivo e a
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camada de gqueratina € plana e ndo ha evidéncias de acumulo de bactérias nesta
superficie. Profundamente, a lingua é formada por musculo estriado cujas fibras
estdo agrupadas em feixes dispostos em trés planos. Entre as fibras musculares
posteriores estédo as glandulas salivares serosas e mucosas (Figura 1F).

3.1 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A normalidade foi comprovada com base no teste de normalidade de
Kolmogorov Smirnov. O teste de igualdade de variancias foi realizado através do
teste de Brown-Forsythe . Nao houve diferencas significativas nas variancias.

Tabela 1- Resultados dos testes ANOVA two way. Efeitos de grupo e periodo no epitélio da lingua
demonstrados em cada analise quantitativa

ANALISE RESULTADOS DA | pf ss EM F p
ANOVA
GRUPO 4 51131 | 12783 | 3.22 | 0,0156*
ESPESSURA PERIODO 2 21317 | 10659 | 2,69 | 0,0731
TOTAL DO PERIODO DE
] 8 84834 | 10604 | 2,67 | 0,0105*
EPITELIO (um) GRUPO
Erro 101 | 400892 | 3969
GRUPO 4 4153 1038 | 2,56 | 0,0432*
PERIODO 2 1107 553 1,36 | 0,2605
ESPESSURA DE )
PERIODO DE
QUERATINA (um) 8 11584 1448 | 357 | 0,0011*
GRUPO&
Erro 100 40585 406
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GRUPO 4 17340 4335 3.27 | 0,0145*
PERIODO 2 7345 3673 2,77 0,0673
EPITELIO DORSO )
PERIODO DE
ESPESSURA (um) 8 49355 6169 4,66 | 0,0001*
GRUPO«
Erro 99 131086 1324
GRUPO 4 3345 836 1,86 0,1297
CELULAS PERIODO 2 1401 701 1,56 0,2193
POSITIVAS PCNA PERIODO DE
8 4478 560 1,24 | 0,2903
(%) GRUPO-
Erro 60 27011 450

A Tabela 1 resumiu os resultados dos testes ANOVA de dois critérios. Valores
significativos de p foram apresentados nos fatores: grupo e interacdes de grupo e

Fonte: Elaborado pelos autores.
Legenda: «»interacao * diferencas estatisticamente significativas

periodo. Qualquer comparacao do periodo apresentou diferencgas significativas.

3.2 ESPESSURA TOTAL DO EPITELIO

A Figura 2 ilustra médias, desvios padrdo, bem como formacdo de grupos
homogéneos a partir de multiplas comparac6es dos resultados do teste de Tukey. O
grupo ISO as 3 semanas apresentou maior espessura total do epitélio (média e DP),
diferindo significativamente do grupo SHAM as 5 semanas e do grupo OVX as 8

semanas (p < 0,05).

Tabela 2 — Estatistica descritiva dos dados da espessura epitelial total dos grupos segundo as

variaveis grupo e tempo de sacrificio (semanas)

Grupo Tempo SHAM OovX ASS EST ISO

3 409,8 349,3 374,48 390,9 457,2

Média (um) 5 338,0 362,41 355,5 427,0 363,6
8 392,96 350,8 415,98 394,5 350,1

3 75,6 43,2 27,75 42,0 122,4

DP (um) 5 17,99 26,01 36,2 28,5 37,9
8 20,42 80,7 26,96 36,1 49,3

Fonte: Elaborado pelos autores
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O grupo OVX as 8 semanas apresentou a menor espessura, com diferenca
significativa em relacdo ao grupo EST, as 5 semanas. Os valores dos demais grupos
foram semelhantes. Os valores descritivos completos encontram-se apresentados na
Tabela 2.

Figura 2 — Graficos contendo médias, desvios padrdo, através de multiplas comparacoes.

Espessura total do epitélio

3 semanas 5semanas 8 semanas

Espessura de queratina do dorso

3 semanas 5semanas 8 semanas

Fonte: Elaborado pelos autores.

3.3 ESPESSURA DE QUERATINA DO DORSO

A maior espessura foi observada no grupo EST as 5 semanas. Esse valor foi
estatisticamente superior ao grupo ASS as 3 semanas e aos demaisgrupos as 5
semanas, bem como aos gruposEST e ISO as 8 semanas. Os valores descritivos

completos encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Estatistica descritiva dos dados da espessura de queratina do dorso dos grupos segundo

as variaveis grupo e tempo de sacrificio (semanas)

Grupo Tempo SHAM OovX ASS EST ISO
3 134,9 123,74 116,81 127,78 134,2
Média (um) 5 108,58 117,34 108,0 156,94 108,74
8 127,46 123,95 125,66 119,59 121,27
3 29,1 10,36 15,8 21,67 41,1
DP (um)
5 21,52 14,18 16,58 6,35 17,82
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8 ‘ 16,18 ‘ 22,32 ’ 16,74 ’ 14,34 ’ 11,19

Fonte: Elaborado pelos autores.

3.4 ESPESSURA DO EPITELIO DO DORSO

Valores significativos de p foram demonstrados nos fatores: grupo e interacdes
de grupo e periodo durante a andlise da espessura do epitélio do dorso. O padréo de
distribuicdo das diferengas do teste de Tukey de multiplas comparagdes nao permitiu
a formacdo homogénea de grupos e a distribuicdo das letras entre 0s grupos.
Observou-se maior valor médio de espessura do epitélio do dorso no grupo ISO as 3
semanas. Um valor médio mais baixo de espessura do epitélio do dorso foi
observado em OVX em 3 semanas. Valores descritivos completos encontram-se
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Estatistica descritiva dos dados da espessura de epitélio do dorso da lingua dos grupos
segundo as variaveis grupo e tempo de sacrificio (semanas)

Grupo Tempo SHAM ovX ASS EST ISO
3 274,90 225,60 257,67 263,08 323,0
Média (um) 5 229,42 245,08 247,49 270,05 254,90
8 265,14 238,40 290,34 274,86 228,80
3 50,3 42,3 14,6 28,15 83,0
DP (um) 5 14,85 24,22 24,04 23,29 22,27
8 18,95 37,3 20,6 23,35 43,4
Fonte: Elaborado pelos autores.
Os dados do indice proliferativo das células da camada basal néo

apresentaram diferencas entre todos os grupos conforme ilustrado na Figura 3. Os
grupos ovariectomizados e tratados parecem apresentar valores mais elevados apés
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3 e 8 semanas de administracdo sistémica da droga, destacando o0s picos
proliferativos do grupo isoflavona de soja. Apés 8 semanas, o epitélio da lingua do
grupo que recebeu terapia combinada (estrogénio e extrato de isoflavonas de soja)
apresentou o menor valor. Os valores descritivos completos encontram-se
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Estatistica descritiva dos dados da porcentagem de células PCNA (%) positivas na lingua
dos grupos segundo as variaveis grupo e tempo de sacrificio (semanas)

Grupo Tempo SHAM OvVX ASS EST ISO
3 31,13 57,4 29,2 63,6 52,6

Média (%) 5 33,86 52,93 60,13 57,06 44,93
8 41,66 29,2 59,26 52,6 49,66

3 17,84 20,48 13,61 19,98 26,2

DP (%) 5 20,97 23,1 30,98 26,2 31,48
8 6,298 10,33 22,81 31,48 24,71

Fonte: Elaborado pelos autores.

Esta pesquisa demonstrou, as 3 semanas, a reducédo da espessura do epitélio
da lingua nos animais devido a deficiéncia de estrogénio apds ovariectomia.
Também demonstrou a recuperacdo do epitélio de ratas ovariectomizadas
recebendo TRH e isoflavonas.

Tais efeitos podem estar relacionados a atuacéo do estrogénio na renovacao e
diferenciacdo tecidual, especialmente do epitélio escamoso estratificado, que é
mediada por receptores de estrogénio presentes em tecidos nado reprodutivos. As
isoflavonas de soja atuam como moduladores seletivos dos receptores estrogénicos,
com atividade agonista parcial dependente do tecido, o que poderia também explicar
os efeitos mais evidentes nas primeiras semanas de tratamento.
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Figura 3 — Diferenca entre grupos

Espessura do epitélio do dorso

500- B sHAv
W ovx
na B EsT
ISO
B ASS

3 semanas 5semanas 8 semanas

PCNA % Células positivas
100+ Sem diferenca significativa

3semanas 5semanas 8 semanas

Fonte: Elaborado pelos autores.

Este efeito ndo se restringe apenas a lingua, ja foi descrito na mucosa bucal
guando Rahnama et al. (2004) observaram que a falta de estrogénio causa
diminuicdo da espessura do epitélio e da secrecéo salivar. Ratas ovariectomizadas
apresentaram atrofia epitelial quando comparadas ao grupo sham. Entretanto, pouco
se sabe sobre a interacdo do estrogénio em tecidos que nao sao considerados
orgaos-alvo classicos dos horménios femininos (Canpolat et al., 2010).

Este estudo confirma os resultados de Seko et al. (2005) que observaram
espessura significativamente menor do epitélio lingual no grupo OVX quando
comparado ao grupo sham, apds 6 meses de ovariectomia. Os mecanismos
bioldgicos responsaveis pela resposta epitelial a deficiéncia de estrogénio podem ser
melhor compreendidos nos modelos que evidenciam a dependéncia estrogénica da
proliferacdo e da diferenciacdo celulares (Kanda & Watanabe, 2004). Assim,
sugerimos que a deficiéncia de estrogénio promove diminuicdo da espessura do
epitélio. Essa diminuicdo, segundo a literatura, possivelmente se deve a reducao da

Revista Univap - revista.univap.br
S&o0 José dos Campos-SP-Brasil, v. 32, n. 73, 2026, ISSN 2237-1753



14

renovacao do epitélio lingual (Seko et al., 2005).

Alguns aspectos clinicos da SBA, como maior prevaléncia em mulheres na fase
pos-menopausa, corroboram a hipotese de que o fator hormonal € o principal
responsavel por esta condi¢cdo (Brizuela & Winters, 2023). A secregdo salivar e a
composicdo da saliva aparecem como outros importantes fatores etiolégicos da
sindrome. Os hormdnios femininos causam altera¢des nas fungbes salivares.

Os sintomas mais importantes relacionados a sindrome sédo dor e boca seca

(Forabosco et al., 1982). A deficiéncia de estrogénio secundaria a ovariectomia
causa reducdo no numero de &cinos e ductos salivares, o que pode levar a
xerostomia (Carvalho et al., 2011). A sindrome da boca ardente (SAB) é uma doenca
cronica para a qual uma etiopatologia definitiva ndo € conhecida. Foi descrita como
uma doenca neuropética (Bender, 2018). Sugerimos que a atrofia do epitélio e o
atraso na funcao salivar podem estar associados a dor e a boca seca.
As médias da espessura total do epitélio do grupo EST (todos os periodos) foram
gualitativamente superiores as dos grupos OVX. Rahnama et al. descobriram que a
terapia de reposicdo com estrogénio em ratas ovariectomizadas resultou em
espessamento da mucosa do epitélio da bochecha. Os autores atribuiram esse
efeito a acdo do estrogénio sobre o potencial proliferativo da camada basal do
epitélio, prevenindo a atrofia epitelial induzida pela ovariectomia (Canpolat et al.,
2010; Hall & Levison, 1990).Nas presentes condicbes experimentais, nao foi
observado efeito da deficiéncia de estrogénio na morfologia da lingua, bem como no
indice proliferativo na camada basal do epitélio, embora o grupo OVX nao tenha
apresentado médias significativamente maiores de células PCNA positivas (Hall &
Levison, 1990). E fundamental considerar que o antigeno nuclear de proliferacio
celular (PCNA) possui uma meia-vida biolégica longa que persiste além do ciclo
celular, o que possibilita sua deteccdo em células que ja sairam da mitose ou que
estdo envolvidas em processos de reparo de DNA, influenciando a interpretacao do
indice proliferativo (Tipoe et al., 1996).

A influencia de agentes sistémicos na cinética celular da mucosa lingual pode
ser comparada a acdo de fatores de crescimento exdgenos, como o fator de
crescimento epidérmico (EGF), que sdo capazes de modular a dinamica do ciclo
celular, interferindo na progressdo da fase S e mitose, resultando em variacdes
temporais na espessura e na organizacao do epitélio (Yamada et al., 1997).

A concentracdo da marcacdo de proliferacdo nas camadas basal e parabasal
corrobora com investigacdes em mucosas orais humanas e murinas que indicam
que a atividade proliferativa predominante ocorre nesses compartimentos
germinativos, sendo essencial para sustentar a rapida taxa de renovacdo e a
integridade do epitélio estratificado (Liu et al., 1998).

Apesar disso, o PCNA é considerado um anticorpo bem estabelecido para
abordar o indice de proliferagdo (Strzalka & Ziemienowicz, 2011). A terapia
estrogénica, aplicada neste estudo, manteve o indice proliferativo como os demais
grupos ovariectomizados. Foi um alivio ndo ter sido observada inducdo de maior
proliferacéo, uma vez que foi descrito como tendo este efeito adverso. Outros efeitos
adversos descritos foram a maior ocorréncia de hiperplasia e carcinoma endometrial
(Vincent & Fitzpatrick, 2000), cancer de mama e complicacdes vasculares (Wuttke et
al., 2003). Devido a esses efeitos, pesquisadores de todo o mundo tém buscado
tratamentos alternativos.

A homeostase da mucosa lingual depende de uma dindmica continua de
renovagcdo celular, com tempos de turnover relativamente curtos em modelos
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experimentais com roedores, nos quais estimulos externos podem acelerar a
progressdo do ciclo celular ou induzir a diferenciagdo celular como mecanismo
adaptativo para a mautencéo da integridade da barreira epitelial frente a estimulos
mecanicos e bioldgicos (Dorr & Kummermhr, 1991).

De acordo com nossos resultados, inicialmente, as isoflavonas reverteram os
efeitos da ovariectomia no epitélio bucal. Valores mais elevados de espessura e
indice proliferativo foram observados apos 3 semanas de tratamento. No entanto, o
seu efeito terapéutico diminuiu com o tempo. Isoflavonas de soja melhoraam a
qualidade ¢6ssea em fémures de ratos, aumentando 0s parametros
histomorfométricos, o contetdo de glicosaminoglicanos e as fibras maduras de
colageno tipo I. Esses efeitos positivos foram dependentes da dose (Santos et al.,
2014).

A dinamica observada no epitélio lingual frente aos tratamentos pode ser
comparada aos efeitos do fator de crescimento de queratinécitos (KGF), onde uma
estimulacdo proliferativa inicial é seguida por uma reducdo na atividade celular,
sugerindo que o tecido possui processos hosmeostéticos enddgenos capazes de
corrigir a sobreproducdo de células para restaurar a normalidade (Potten et al.,
2002).

Aqui a escolha do extrato de isoflavonas baseou-se no fato de que a
capacidade das isoflavonas conjugadas flutua significativamente entre camundongos
e ratos, bem como entre roedores e humanos, que possuem capacidade avancada
de conjugar isoflavonas (Setchell et al., 2011). Apés uma dose de 50 mg/kg/dia de
extrato de isoflavonas de soja, em ratas castradas Sprague-Dawley, 0s niveis séricos
foram de 0,03 pm de genisteina livre de um total de 0,91 um e 0,06 um de daidzeina
livre de um total de 1,5 um (Gallo et al., 2005). Esta dose foi semelhante a
administrada no presente estudo.

Além dos efeitos ésseos, a administracdo precoce de fitoestrégenos a ratas

ovariectomizadas reverteram os efeitos uterinos/uretrais da castracao (Santos et al.,
2010) e ndo mostraram efeitos proliferativos e angiogénicos na glandula mamaria de
ratas ovariectomizadas.
As isoflavonas parecem ser eficazes quando combinadas com estrogénio na terapia
de reposicdo hormonal, pois demonstraram ndo antagonizar as acfes estrogénicas
(Naftolin & Stanbury, 2002). Na boca, a terapia com estrogénio, a terapia com
isoflavonas de soja e a combinacdo de ambas foram eficazes na reducao dos efeitos
da ovariectomia nas glandulas salivares (Carvalho et al., 2011).

A terapia combinada causaria maior ocupacao dos receptores, proporcionando
o efeito desejado. Um possivel sinergismo entre isoflavonas e estrogénio foi
encontrado na fase posterior deste trabalho; o grupo ASS apresentou maior
espessura de epitélio quando comparado aos demais grupos as 8 semanas, sem
diferenca significativa. No entanto, o efeito dos tratamentos variou ao longo de
outros periodos.

Embora os mecanismos de acdo moleculares ndo tenham sido alvo do
presente estudo, os achados morfolégicos evidenciam a ag¢éo do estrogénio e das
isoflavonas de soja nos tecidos e epitélios estratificados dependentes de estrogénio,
reforcando a plausabilidade dos resultados apresentados.

O principal mecanismo molecular identificado para o controle da progresséo do
ciclo celular é a regulagdo das ciclinas. As ciclinas do tipo D, especialmente a D1,
sdo descritas como os controladores limitantes da progressao da fase G1 em células
de mamiferos, sendo expressas especificamente durante as fases G1-S (Liu et al.,
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1998). O 17B-estradiol estimula o crescimento de queratindcitos através da indugao
da expressao da ciclina D2, o que facilita a entrada da célula no ciclo mitético
(Kanda & Watanabe, 2004). As isoflavonas, como a genisteina e a daidzeina, atuam
como mimicos estruturais e funcionais do estradiol, interagindo com os mesmos
receptores para promover a saude tecidual e reverter a atrofia epitelial sem os
efeitos colaterais proliferativos deletérios observados em outros 6rgaos (Kuiper et
al., 1998).

A farmacodindmica e a farmacocinética das isoflavonas de soja isoladas ou
combinadas com estrogénios ndo sao completamente compreendidas, sendo
necessarios novos estudos para determinar sua aplicacdo no tratamento de
alteracdes do climatério. Uma limitacdo do nosso estudo € a dosagem de estradiol e
isoflavonas de soja e a auséncia de suas concentracfes séricas. A literatura ndo
apresenta requisitos uniformes para TRH em ratos e a comparagdo com outros
resultados é dificil.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O efeito dos tratamentos diferiu de acordo com os periodos de experimento e
com a avaliacdo da espessura local. Apenas o indice proliferativo ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas. Valores mais elevados de espessura e
indice proliferativo foram observados apdés 3 semanas de tratamento com
isoflavonas.

A terapia combinada proporcionou um efeito desejado talvez por um possivel
sinergismo entre isoflavonas e estrogénio. Foi observado que as isoflavonas
reverteram os efeitos da ovariectomia no epitélio bucal, no entanto, o seu efeito
terapéutico diminuiu com o tempo.
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