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RESUMO

A terapia de reposigdo hormonal € forma mais eficaz para o tratamento de
sinais e sintomas da pds-menopausa, entretanto esta relacionada a presenca
de efeitos indesejaveis. Por esse motivo, tem-se buscado alternativas mais
seguras para o controle destes sintomas, como o uso de fitoestrégenos. As
sementes de Linum usitatissimum L. (linhaga) sdo ricas em um precursor de
lignana, que € convertido no intestino em substancias que se assemelham
estruturalmente ao estrogénio. Este trabalho objetivou avaliar o efeito do
extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum no aparelho reprodutor
de ratas Wistar ovariectomizadas. As sementes foram turbolizadas e
remaceradas trés vezes em etanol 70% na proporcao 1:3 (v/v), por 24 horas,
para a obtencao do extrato. Foram utilizadas ratas adultas (80 dias) da espécie
Rattus norvegicus, distribuidos em 6 grupos (n=5-6): grupo falso operado (FO)
e grupo ovariectomizado (OVR), administrados com agua destilada/cremofor a
3% (0,1 mL/ 100g, v.0.); grupo benzoato de estradiol (BE), ovariectomizado
tratado com estradiol na dose de 10 ug /kg (s.c.) e outros trés grupos
ovariectomizados tratados, por via oral, com o extrato de L. usitatissimum nas
doses de 100 mg/kg (LIN100), 250 mg/kg (LIN250) ou 500 mg/kg (LIN500). As
ratas foram ovariectomizadas e, apdés 21 dias da cirurgia, receberam
diariamente os tratamentos, por 2 meses, periodo que foi avaliado ciclo estral,
peso corporal e consumo alimentar. Ao final do tratamento, o sangue foi
coletado para analises bioquimica e hormonal, além da pesagem de 6érgaos,
reatividade uterina e histologia do Utero, vagina e mamas. Na analise do ciclo
estral, o grupo OVR permaneceu com maior frequéncia na fase diestro durante
os 2 meses. O grupo LIN100 apresentou-se 100% em diestro e o LIN250,
94,5% (1° més) e 93,5% (2° més). Na maior dose testada (grupo LIN500), a
linhaca mostrou, no 2° més, 14,3% de pré-estro e 61,9% de diestro. O grupo
BE atingiu 100% de estro no fim do tratamento. A ovariectomia induziu
aumento de peso corporal no grupo OVR (19,6%), que foi prevenido nos
grupos LIN e BE. Além disso, os grupos tratados com o extrato ndo alteraram o
peso uterino em relagdo ao OVR, que mostrou uma reducdo de 83,4% em
comparacgao ao FO. Porém, no BE, houve aumento de 80,5% do peso uterino.
A ovariectomia induziu um aumento na gordura intra-abdominal em 47,9% que
foi reduzida no grupo LIN500 em 35,5% e no grupo BE em 45,8%. Nas analises
bioquimicas nao foi observada diferengcas entre os grupos. Ja na dosagem
hormonal, o grupo OVR mostrou reducao de 75,3% do estradiol em relagao ao
FO, enquanto que nos grupos tratados com o extrato ndo houve diferenga em
relacdo ao OVR. Para a progesterona, ndo houve diferenga entre os grupos. A
reatividade uterina ao carbacol, prostaglandina F2a e ocitocina foi diminuida
com a ovariectomia, porém nao foi alterada com o extrato de L. usitatissimum.
Na analise histomorfométrica do utero, o grupo LIN500 mostrou um discreto
aumento do epitélio luminal uterino em 12,8%, quando comparado ao grupo
OVR. Para os outros parametros ndao houve diferencas, assim como na
histomorfometria das mamas. Portanto, o extrato hidroalcodlico de L.
usitatissimum apresenta potencial como alternativa a terapéutica na pos-
menopausa, pois mostrou efeitos em parametros citologicos e tecido adiposo,
sem estimular tecidos mamario e endometrial.

Palavras-chave: Linum usitatissimum L., Linhaca, Ratas, Ovariectomia,
Fitoestrogenos.



ABSTRACT

The hormone replacement therapy is the most effective way for the treatment of
conditions related to post-menopause, but is related to the presence of
undesirable effects. In this situation, safer alternatives have been investigated
for the treatment of menopausal symptoms arising, such as the use of
phytoestrogens. Seeds of Linum usitatissimum L. (flaxseed) are rich in lignan
precursor, which is converted to substances which are structurally similar to
estrogen. This study evaluates the effect of the hydro alcoholic extract of the
seeds of L. usitatissimum on the reproductive tract of ovariectomized female
Wistar rats. The seeds were crushed and remacerated and three times in 70%
ethanol in the ratio 1:3 (v/v) for 24 hours to obtain the extract. Adult rats (80
days) from Rattus norvegicus species, divided into 6 groups (n = 5-6) were
used: sham operated (FO) and ovariectomized (OVR) administered distilled
water/3% cremophor (0.1 ml/100g, v. o0.); estradiol benzoate (BE),
ovariectomized treated with estradiol benzoate at a dose of 10 pg/kg (s. c.) and
three ovariectomized groups treated with the extract of L. usitatissimum at
doses of 100 mg/kg (LIN100), 250 mg/kg (LIN250) or 500 mg/kg (LIN500). The
rats were ovariectomized and 21 days after surgery, received daily treatments,
for two months, when it was rated the estrous cycle, body weight and food
consumption. At the end of this period, blood was collection and subsequent
biochemical and hormonal analyzes, and organ weighing, uterine reactivity and
uterus, vagina and breasts histology. In the analysis of the estrous cycle, the
OVR group had a higher frequency in the diestrus stage during the 2 months.
The LIN100 group showed up 100% in diestrus and LIN250, 94.5% (1st month)
and 93.5% (2nd month). At the highest dose tested (LINS00 group), flaxseed
showed in the 2nd month of treatment, 14.3% of pro-estrus and diestrus 61.9%.
The BE group reached 100% of estrus in the 2nd month. Ovariectomy induced
body weight gain in OVR group (19.6%) which was prevented in the groups LIN
and BE. Moreover, the groups treated with the extract did not alter uterus
weight in relation to OVR, which showed a decrease of 83.4% compared to the
FO. However, in BE, were increased by 80.5% the uterus weight. Ovariectomy
induced intra-abdominal fat gain which was reduced to 47.9% in the LIN500
group 35.5% and 45.8% in BE group. In biochemical analyzes no differences
between the groups was observed. In hormone dosage, OVR group decreased
by 75.3% in estradiol compared to FO, whereas in the groups treated with the
extract showed no differences compared to OVR. In relation to progesterone,
there was no difference between groups. Uterine responsiveness to carbachol,
PGF2a and oxytocin was decreased with ovariectomy and L. usitatissimum
extract did not alter this effect. Histomorphometric analysis of the uterus,
LIN500 group showed a significant increase in the luminal epithelium of the
uterus in 12.8%, when compared to the OVR group. The other parameters did
not differ, as well as the breasts histomorphometry. Therefore, the hydro
alcoholic extract of L. usitatissimum has potential as an alternative to therapy in
postmenopausal women, as it showed cytological parameters and on adipose
tissue effects, without stimulating breast and endometrial tissues.

Keywords: Linum usitatissimum L., Flaxseed, Rats, Ovariectomy,
Phytoestrogens.
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1 INTRODUGCAO

O climatério é caracterizado como um processo de declinio gradual da
funcdo dos ovarios e consequentemente das concentracoes dos estrogénios
endogenos. Nesta fase a terapia de reposicao de estrogénios, mais conhecida
como terapia de reposicao hormonal (TRH) é eficaz para o tratamento das
condicoes relacionadas com a pos-menopausa. Essas condicbes sao
caracterizadas principalmente por perda de massa Ossea, ondas de calor
(fogachos), alteracbes urogenitais, disturbios cardiovasculares, sintomas
vasomotores e disturbios cognitivos que surgem devido ao hipoestrogenismo
(CAVADAS et al., 2010; LUCAS et al., 2002; SACCO et al., 2012; WANG et al.,
2013).

Apesar da TRH ser utilizada de forma eficaz para o alivio das alteracdes
provocadas pela redugdo das concentragbes hormonais ovarianas, ela esta
diretamente relacionada a presenca de efeitos indesejaveis, como aumento da
incidéncia de cancer de mama e de endométrio e complicacoes
tromboembdlicas e cardiovasculares (BORRELLI, ERNST, 2010; HOPERT et
al., 1998; ROSSOUW et al., 2002; SIMON, SNABES, 2007).

Tais situacdes tem levado a busca de alternativas mais seguras para o
tratamento dos sintomas advindos da menopausa, como 0 uso de agentes nao
esteroides, que mimetizam a agao do estrogénio endoégeno (BEDELL;
NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2013).

Neste contexto, destacam-se os fitoestrégenos, que € um termo utilizado
para definir compostos nao esteroides de origem vegetal, pertencentes a trés
classes quimicas principais que sao as isoflavonas, lignanas e coumestanos.
Estes compostos sofrem conversbes enzimdticas pela microflora intestinal
onde geram fenois heterociclicos que se assemelham estruturalmente ao
estrogénio e interagem com o0s seus receptores, desencadeando efeitos
estrogénicos fracos ou inibindo o estrogénio endégeno, dependendo do tecido
alvo (BORRELLI, ERNST, 2010; SETCHELL, CASSIDY, 1999).

Em comparagdo com os estrogénios de origem animal ou sintética, os
fitoestrégenos possuem uma acgédo fracamente estrogénica, mas apesar disso,

eles atingem uma concentragdo no corpo 100 vezes maior que as
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concentracbes dos estrogénios endbégenos tornando possivel sua atividade
biolégica (MURKIES; WILCOX; DAVIS, 1998).

As sementes da espécie vegetal Linum usitatissimum L., conhecida
como linhaga, sédo utilizadas pela populagcao para o controle dos sintomas na
pds-menopausa (PRUTHI et al., 2007). Estas sementes sdo uma das maiores
fontes de lignanas (MILDER, et al. 2005; SMEDS et al., 2007; THOMPSON et
al., 2006). Durante a digestéo, o principal precursor de lignana da linhacga, o
secoisolariciresinol diglicosideo (SDG), é convertido por bactérias do colon
para enterodiol e enterolactona, que se assemelham estruturalmente ao
estrogénio, e por isso possuem potencial para agir como agonistas e/ou
antagonistas em tecidos sensiveis a este horménio (AYERS, LOIKE, 1990;
SACCO et al., 2009). Devido a esta propriedade, a linhaga é indicada para o
tratamento da sindrome do climatério, assim como as isoflavonas, que também
€ uma importante classe de fitoestrogenos, que estdo presentes na soja
(DESPAIGNE, 2001).

Existem alguns estudos que tem mostrado o uso da linhaga como
auxiliar na terapia de reposicao hormonal para diminuir os efeitos ocasionados
pela reducado dos hormbnios, sem apresentar os efeitos adversos gerados pela
terapia de reposigao hormonal convencional. Contudo, os resultados ndo sao
conclusivos, seja através de pesquisas desenvolvidas em humanos, seja
utilizando modelos de experimentagdo animal (COLLI et al., 2012; ZANWAR et
al., 2010).

Considerando que as sementes de linhaga apresentam grande potencial
terapéutico para minimizar os sintomas ocasionados pelo hipoestrogenismo na
pds-menopausa e que apesar de existirem poucos estudos que confirmam
esses efeitos farmacolégicos, € um produto muito utilizado pela populacéo
mundial. Portanto, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
extrato hidroalcodlico das sementes de Linum usitatissimum no aparelho

reprodutor de ratas ovariectomizadas.



14

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MENOPAUSA E TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL (TRH)

Segundo a Organizacao Mundial de Saude — OMS (1996), o climatério é
uma fase bioloégica da mulher em que ocorre o0 processo de transicdo entre o
periodo reprodutivo e nao reprodutivo.

O periodo que antecede a menopausa € chamado de perimenopausa e
se caracteriza pela menstruacdo irregular. A partir do momento que as
menstruacdes cessam, pode-se designar como inicio da menopausa. Quando
ocorre a cessagao da menstruacao, a producao de estrogénios decai de forma
lenta e gradativa com duracdo em torno de 12 meses (MOYA; CALLEJA,
2005). E um processo natural, fisioldgico e geneticamente programado,
portanto, ndo patogénico (GREENDALE; LEE; ARRIOLA, 1999).

Um fator importante para determinar o inicio da menopausa é o
decaimento folicular, que ocorre ao longo da vida até a perimenopausa, onde
nesta fase, ocorre de forma mais acelerada até chegar a menopausa
propriamente dita. A idade média para o inicio do climatério é em torno dos 50
anos, mas pode ocorrer de uma forma mais precoce quando influenciada por
fatores diversos como histerectomia, faléncia ovariana, hiperprolactinemia,
hipotireoidismo, tumores hipotalamicos e doengas autoimunes (ALDRIGHI et
al., 2005; GREENDALE et al., 1999).

Para que se estabeleca o diagndstico de menopausa, é necessario que
a mulher se encontre em amenorreia, seguido de niveis séricos do horménio
estradiol muito baixos e do horménio foliculo estimulante (FSH) muito elevados
(CLAPAUCH et al., 2005; LUBIAN et al., 2006). Segundo Halbe, Fonseca,
Bagnoli (2004), a sindrome climatérica compreende um conjunto de sinais e
sintomas que aparecem nessa fase, sendo que as queixas mais frequentes
sdo: ondas de calor (fogachos), sudorese, calafrios, cefaleia, tonturas,
parestesia, palpitacbes, depressdo, insbnia, fadiga, perda de memoria,
alteracbes menstruais, secura vaginal, dispaurenia, sindrome uretral, pele seca
e com perda de elasticidade e queda de cabelos.

Para amenizar estes sintomas, é empregada a Terapia de Reposicéao
Hormonal (TRH) convencional, que é composta por hormdnios estrogénicos,
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progestogénicos ou associacdo de ambos. A TRH controla, principalmente, as
manifestacbes vasomotoras e urogenitais decorrentes do decréscimo de
producado de esteroides ovarianos, estradiol e progesterona, onde se mostra
como a terapéutica mais eficaz (OPPERMANN-LISBOA, WANNMACHER,
2001).

Os beneficios da TRH sdo bem conhecidos, atuam principalmente
melhorando ou revertendo os sintomas decorrentes da caréncia estrogénica a
curto, médio e longo prazo, aliviando os sintomas vasomotores, revertendo a
atrofia urogenital e preservando a massa éssea (UTIAN et al., 2008).

Apesar da eficiéncia comprovada da TRH convencional, a publicacao de
estudos como HERS (Heart and Estrogen Replacement Study) e o WHI
(Women’s Health Initiative), aumentaram a discussdo sobre o0s
riscos/beneficios desta terapia, modificando a fundamentacao para o seu uso
na menopausa, especialmente por associar a TRH com o risco aumentado de
cancer de mama e complicagdes cardiovasculares (HULLEY et al., 1998;
ROSSOUW et al.,, 2002). Apesar disso, ainda é questionavel se esses
resultados podem ser estendidos a outros esquemas terapéuticos hormonais,
que variam em doses e vias de administragdo (MODENA et al., 2005).

A possibilidade da presenca destes sérios efeitos adversos, devido ao
uso prolongado de TRH, tem levado a busca por terapias alternativas para o
tratamento dos sintomas decorrentes da menopausa (BORRELLI; ERNST,
2010). Essa busca se torna ainda mais importante, quando se sabe que a ndo
adesao de mulheres ao tratamento convencional, na maioria das vezes, ocorre
por conta dos efeitos colaterais e do medo de desenvolver cancer, em especial
o de mama (VIGETA; BRETAS, 2004). Outros efeitos indesejaveis que também
contribuem para essa decisdo sdo 0s sangramentos uterinos irregulares,
edema mamario, mastalgia e aumento do peso corporal (BAKER et al., 2000;
GINSBURG, PREVELIC, 2000).

Diante disso, é crescente o interesse pelo desenvolvimento de novos
compostos capazes de promover os efeitos favoraveis da TRH, mas que nao
produza efeitos adversos e riscos de desenvolver doencas, apresentando agao
estrogénica no sentido de melhorar o perfil lipidico, metabolismo 6sseo e o

sistema cardiovascular, mas com acao antiestrogénica no tecido mamario e
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uterino, para que assim nao haja riscos para desenvolvimento de cancer
(NELSON, 2008; RUSSEL et al., 2002).

2.2 CARACTERISTICAS E COMPOSICAO DA ESPECIE VEGETAL EM
ESTUDO

Linum usitatissimum L. € uma espécie vegetal conhecida como linhaga,
pertencente & familia Linaceae, que tem origem na Asia e compreende
aproximadamente 200 espécies no género Linum, cujo nome em latim significa
“muito util” (DIEDERICHSEN, RICHARDS, 2003).

As sementes de linhaga sdo pequenas, com dimensdes que variam de
3,0 a 6,4 mm de comprimento, 1,8 a 3,4 mm de largura ¢ 0,5 a 1,6 de
espessura, possuindo textura firme, mastigavel e um sabor agradavel de nozes
(CARTER, 1996).

A linhaca é muito rica nutricionalmente, sua composicao em média é de
41% de gordura, 28% de fibra alimentar e 20% de proteinas (CONNOR, 2000).
Além disso, & pobre em acidos graxos saturados possuindo apenas 9%, e
tendo como caracteristica importante a alta quantidade de &cido graxo
essencial a-linolénico (Omega 3) que é muito Util na prevencdo de doencas
cardiacas e responsavel por 40% a 60% dos acidos graxos do 6leo da linhaga,
0 que a torna uma das mais ricas fontes desse nutriente (MADHUSUDHAN,
2009). Podem ainda ser encontradas nas sementes pequenas quantidades das
vitaminas lipossoluveis A, D, E e K, das vitaminas hidrossoluveis tais como a
niacina e o acido folico e ainda certos minerais como potassio e fosforo (DAUN
et al., 2003; MORRIS, VAISEY-GENSER, 2003).

As sementes de linhaga sdo reconhecidas pela American Heart
Association pela sua agao antioxidante, por diminuir a hipercolesterolemia e os
niveis de glicemia (KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2003). Possuem ainda
propriedades anti-inflamatérias, de inibicdo da agregacdo plaquetéria,
prevencao da progressdo da aterosclerose e redutoras da pressao arterial
sanguinea, sendo que estas atividades sdo atribuidas as lignanas e seus
produtos de degradacgéo, as fibras e ao acido a-linolénico presentes nas
sementes (HALIGA et al., 2013).
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No que diz respeito a composicao de aminoacidos, a linhaca € composta
por um teor relativamente elevado de arginina, acido aspartico e acido
glutdmico (HALL; TULBEK; XU, 2006). Podem ainda conter cerca de 30% de
carboidratos totais, entretanto, ndo é considerado um alimento glicémico por
estar isenta de amidos e ter baixo teor de acgucar (1 a 2%, dependendo da
variedade). Os outros carboidratos presentes na linhaca, as fibras dietéticas,
nao sao alteradas pelo processo digestivo e por isso ndo geram glicose ou
energia direta (TRUCOM, 2006).

As sementes da linhaca se apresentam em duas variedades que se
diferem pela cor da casca, podendo ser marrom ou dourada. A cor das
sementes é determinada pela quantidade de pigmentos e que pode ser
alterado por praticas de reprodugdo da planta, mas possuem quantidades
semelhantes de nutrientes, diferindo apenas no teor de fibra total, que € maior
na variedade marrom e na quantidade de proteinas que € maior na variedade
dourada (BELL, KEITH, 1993; GANORKAR, JAIN, 2013; MORRIS, 2007)
(Figura 1).

Figura 1 - Sementes de Linum usitatissimum L. (linhaga) da variedade marrom.

Fonte: O autor.

Quanto aos locais de cultivo, a variedade dourada desenvolve-se em
climas muito frios, como no Canada e norte dos Estados Unidos, j& a marrom
pode se desenvolver em regides de clima quente e umido, como o Brasil
(FENG et al., 2003; TRUCOM, 2006).

As sementes de L. usitatissimum L. sao a mais rica fonte alimentar de
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lignanas, que se apresenta na forma do precursor secoisolariciresinol
diglicosideo (SDG), seu maior componente, com concentragdo cerca de 1000
vezes maior que a encontrada em qualquer outra fonte alimentar vegetal como
frutas, verduras, legumes e graos, que tem quantidades significativamente
menores desse composto. Além do SDG, podem ainda ser encontradas, em
menor quantidade, outras lignanas como o pinoresinol, lariciresinol e
metairesinol (MEAGHER, BEECHER, 2000; MILDER et al., 2005).

O SDG é metabolizado por bactérias aerdbias facultativas do célon de
mamiferos. No intestino, ele passa por uma conversao, sofrendo hidrélise e
com isso obtendo o secoisolariciresinol (SECO), que é desidroxilado e
desmetilado para produzir enterodiol que depois € oxidado a enterolactona
(Figura 2). Estes dois compostos passam posteriormente por biotransformacgao
de fase | e Il com extensa formagao de conjugados glicuronideos e sulfatados
(ADLERCREUTZ et al., 1995; DEAN et al., 2004; HU, YUAN, KITTS, 2007).

Figura 2 - Metabolismo do precursor de lignana secoisolariciresinol diglicosideo (SDG) pela
microflora do colon.
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O SDG e maioria das outras lignanas convertidas para enterolignanas
sdo absorvidos pelo intestino para a corrente sanguinea ou diretamente
excretados na urina e nas fezes (ADLERCREUTZ et al., 1993).

A quantidade de SDG presente em L. usitatissimum pode ser
determinada através de recursos tecnoldgicos, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), que é capaz de extrai-lo das sementes e determinar o
seu conteudo, permitindo assim uma possivel associacao entre o teor de SDG
e os efeitos bioldgicos gerados pelas lignanas formadas (JOHNSSON et al.,
2000).

Devido esses compostos, enterodiol e enterolactona, serem produzidos
no intestino de animais e humanos através da metabolizacdo bacteriana,
geralmente sdo denominados como lignanas de mamiferos, em oposicao as
lignanas de plantas, que se diferenciam através da presenca de grupos hidroxi-
fendlicos na posicao meta dos anéis aromaticos (WANG, 2002).

2.3 ATIVIDADE FITOESTROGENICA DAS LIGNANAS

Sendo as lignanas uma das trés classes conhecidas de fitoestrogénos,
sua similaridade estrutural com a forma predominante de estrogénio produzido
pelo organismo, o estradiol, permitem que elas se liguem aos receptores de
estrogénio e exergam atividades estrogénicas fracas ou atividades
antiestrogénicas (CARREAU et al., 2008). Estudos indicam que fontes
alimentares de lignanas podem atuar como moduladores da sinalizagdo do
receptor de estrogénio in vivo, mesmo que as concentragdes que elas atinjam
na circulacdo sejam relativamente menores que o estradiol necessita para
modular a atividade desse receptor (KILKKINEN et al., 2001; MUELLER et al.,
2004; PENTTINEN et al., 2007). Outra questdo importante é que a estrutura
altamente aromatica das lignanas, somada com a semelhanga das suas
propriedades fisico-quimicas com as do estrogénio, sugerem que elas possam
ter atividade fitoestrogénica especialmente por conter um anel fenil, que é

comum a todos os compostos com essa atividade (WANG, 2002) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura das lignanas enterodiol (A) e enterolactona (B) e do horménio estradiol (C).

ch, OH

Fonte: HU, YUAN, KITTS, 2007; REIS FILHO, ARAUJO, VIEIRA, 2006.

Os estrogénios ativam receptores intracelulares que se apresentam de
dois tipos: alfa (REa) e beta (REB), que possuem diferentes expressdes
dependendo do tipo de tecido alvo. O receptor alfa é expresso no Utero, nas
glandulas mamarias, no figado, nos rins e no sistema cardiovascular, ja o
receptor beta é expresso nas células da granulosa do foliculo ovariano, no
tecido 6sseo e no sistema nervoso central (BRUNETTE, LECLERC, 2002;
KUIPER et al., 1997; SHEARMAN et al., 2003; TAYLOR et al., 2009).

As acles relativas de receptores de estrogénio a e B podem ajudar a
explicar as acgbes seletivas de fitoestrégenos em diferentes tecidos-alvo.
Receptores do tipo a parecem desempenhar um papel maior na proliferacdo de
células da mama e niveis maiores desse receptor foram mostrados em células
de cancer de mama em comparagao com os niveis de receptores B, levando-se
a acreditar em um papel protetor do RE na mama normal (CLARKE et al.,
2002). Os fitoestrégenos podem competir com o estrogénio por sitios de
ligacao ao seu receptor (antagonista), resultando na diminuigdo da regulagéao
das atividades do receptor a, como a proliferagéo, ou exercer efeitos através do
receptor B (SETCHELL, 1998; MUELLER et al., 2004; KUIPER et al, 1998). Ao
contrario do estrogénio endodgeno, as isoflavonas, que sao fitoestrogenos da
soja, ligam-se preferencialmente aos REB, enquanto que as lignanas se ligam
preferencialmente aos REa (AN et al.,, 2001; KOSTELAC, RECHKEMMER,
BRIVIBA, 2003; MUELLER et al., 2004). Ja foi mostrado que a enterolactona
isolada € um agonista seletivo tanto para REa quanto para REB, induzindo a
transcricdo mediada por estes receptores in vitro (PENTTINEN et al., 2007).
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2.4 ESTUDOS DESENVOLVIDOS EM HUMANOS

As ondas de calor, conhecidas também como fogachos, sdo pequenas
alteragcbes de temperatura acionadas por uma zona de termoneutralidade
reduzida, que provoca uma resposta de dissipacdo de calor e leva a uma
vasodilatacao periférica e transpiracdo, principalmente na face, pescoco e
regido do esterno. E um fator importante que leva a maioria das mulheres a
procurar a terapia de reposicdo hormonal, atingindo uma quantidade
significativa de mulheres no periodo da pés-menopausa e afetando diretamente
de forma negativa a sua qualidade de vida (VILLASECA, 2012; FREEDMAN,
2001).

Estudos realizados em mulheres com a finalidade de verificar o efeito de
uma dieta rica em lignanas nos fogachos, através da ingestdo de barras
contendo sementes de L. usitatissimum L. (410 mg de lignanas) ou barras
placebo, por um periodo de 6 semanas, mostraram que houve reducao de 50%
dos fogachos em ambos os grupos sem diferenca significativa entre os dois
tratamentos (PRUTHI et al.,, 2012). Outro estudo mostrou resultados
semelhantes, quando mulheres na pdés-menopausa foram divididas
aleatoriamente em grupos que consumiram pao contendo 46 mg de lignanas
ou pao contendo uma quantidade menor que 1 mg lignana (controle) por dia,
durante 12 semanas. Ambos 0s grupos tiveram reducdes significativas dos
fogachos, mas de forma similar, apos trés meses (SIMBALISTA et al., 2010).

Lewis et al. (2006) relataram em seus estudos, nos quais utilizaram
bolinhos contendo 25 g de linhaga, que corresponde a 50 mg de lignanas, uma
reducédo dos fogachos em mulheres na pds-menopausa em comparagdo com
placebo. Este efeito ndo foi dependente do tempo de estudo, que teve duragéo
de 16 semanas. Resultados semilares também foram obtidos por Colli et al.
(2012) que observaram reducédo tanto dos fogachos, quanto do indice de
Kupperman, que avalia os sintomas do climatério, comparando com o placebo,
em ambos o0s tipos de preparagdo com sementes de linhaca, extrato em
capsulas e sementes moidas que continham, respectivamente, 50 mg e 270
mg de SDG, por um periodo de 6 meses. Nestes mesmos estudos, ndo houve
mudangas quanto ao perfil hormonal, peso corporal, maturacdo do epitélio
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vaginal e espessura do endométrio, que sdo marcadores importantes para
evidenciar estrogenicidade (MARIOTTI et al., 2011).

As lignanas ja mostraram efeitos sobre a cognicdo, uma vez que os
distarbios cognitivos séo frequentes na pés-menopausa (MILLER et al., 2002).
Um estudo transversal envolvendo mulheres com idades entre 60 e 75 anos,
nas quais foi investigada a relacao entre a ingestao de isoflavonas e lignanas
na memodria, velocidade e capacidade de processamento e funcao executiva,
nao foi encontrada associacao entre a ingestdo de isoflavonas na dieta e a
funcdo cognitiva, entretanto, uma alta ingestao de lignanas foi associada a um
melhor desempenho na capacidade de processamento e velocidade, e fungao
executiva (KREIJKAMP-KASPERS et al., 2007). Estudos realizados por
Greendale et al. (2012) também observaram um beneficio na memoéria de
mulheres na perimenopausa que receberam dieta rica em lignanas
(lariciresinol, pinoresinol, secoisolariciresinol e matariesinol), as mesmas
encontradas nas sementes de linhaga.

Depois da menopausa, ocorre uma reducdo da densidade mineral
0ssea, levando a osteoporose, que é um fator importante na causa de fraturas,
uma vez que ha uma reducado da massa 6ssea em aproximadamente 2 a 5 %
por ano durante esta fase (CHALUPKA, 2011). Acredita-se que o estrogénio
tem influéncia na diferenciacdo de células progenitoras hematopoiéticas em
osteoclastos, além de participar da regulagéo de citocinas e de fatores locais
envolvidos nos mecanismos de remodelacéo 6ssea (TENORIO et al., 2005). A
terapia de reposicdo hormonal classica € a mais utilizada e efetiva para o
tratamento da osteoporose poOs-menopausa, o que foi comprovado
pelo Women's Health Initiative - WHI, estudo que observou uma redugé&o do
risco de fraturas em mulheres utilizando uma combinagdo de estrogénio e
progesterona (ROSSOUW et al., 2002). Os fitoestrégenos tem despertado
interesse como uma alternativa terapéutica na perda éssea, onde estes podem
aumentar a atividade das células osteoblasticas através da interacdo com
receptores estrogénicos presentes nas mesmas (CASTELO-BRANCO;
HIDALGO, 2011).

As lignanas presentes nas sementes de linhaga possuem atividade
antioxidante (HU; YUAN; KITTS, 2007) e por isso podem atuar nos radicais

livres gerados no ambiente 6sseo, onde estes podem acelerar o processo de
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osteoporose por aumentar a formacao de osteoclastos e a reabsorcao 6ssea e,
com isso reduzir a alta taxa de perda 6ssea (ARJMANDI, 2001). Kim e llich
(2011) concluiram que a suplementacdo com sementes de linhaca pode
melhorar as propriedades O6sseas osteoporoéticas, mas o efeito protetor pode
ser atribuido ao &cido alfa-linolénico e ndo as lignanas. Ja estudos de Lucas et
al. (2002) e Dodin et al. (2005) mostraram que nado houve efeito sobre
biomarcadores do metabolismo 6sseo e densidade mineral éssea em trés e
doze meses de estudo, respectivamente, com mulheres na p6s-menopausa
com dieta suplementada por sementes de linhaca.

A diminuicdo da funcao ovariana na menopausa é fator importante para
desenvolvimento de complicacées cardiovasculares, sendo que na pos-
menopausa, é duplicada a incidéncia de doengas cardiovasculares, quando
comparado com o periodo pré-menopausa (STEVENSON, 2000). Estes
acontecimentos ocorrem devido a diminuicdo dos estrogénios, que possuem
efeitos benéficos sobre o perfil lipidico principalmente na expressdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), aumentando sua degradacao e nas
lipoproteinas de alta densidade (HDL), aumentando sua sintese (JONES et al.,
2002; MENDELSOHN, KARAS, 1999; STEVENSON, 2000). Além disso, ha
uma importante relacdo entre ganho ponderal e reducdo dos hormdnios
ovarianos, pois a mulher ap6s a menopausa tende a ganhar mais gordura
corporal e diminuir o metabolismo basal, ocorrendo assim um maior risco para
o desenvolvimento de doengas como diabetes tipo 2, hipertensdo, doencgas
cardiovasculares entre outros problemas que afetam diretamente sua qualidade
de vida (ANDRADE, 2000; FISHER, KOHRT, BROWN, 2000).

Morisset et al. (2009) observaram que mulheres que consumiram
sementes de linhaga como fonte de lignanas, obtiveram uma diminuicéo
significante do indice de massa corporal (IMC), da massa de gordura corporal
total e uma tendéncia para uma menor circunferéncia abdominal, quando
comparado com mulheres que fizeram dieta com menor ingestdo dessas
lignanas. Neste mesmo estudo, também foi comprovado que mulheres com
uma maior ingestdo de lignanas apresentaram aumento de enterolactona
plasmatica e diminuicdo da glicemia pds-carga de glicose e da insulina em

jejum.
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Patade et al. (2008) relataram uma reducao de colesterol total e LDL -
colesterol em mulheres pds-menopausa que receberam alimentos contendo
sementes de linhaca (30 g) por um periodo de trés meses. Nao foram
observadas mudancas no HDL - colesterol e nos niveis hormonais. Dodin et al.
(2005) demonstraram em seus estudos uma reducao significativa no peso
corporal, IMC, colesterol total, LDL - colesterol, HDL - colesterol em mulheres
na menopausa que ingeriram 40 g de linhaga, por dia, durante por doze meses.

Quanto a acdo da linhagca nos niveis plasmaticos dos horménios
sexuais, existem resultados contraditérios. Hutchins et al. (2001) observaram
uma diminuicao dos niveis de estradiol sérico em mulheres p6s-menopausadas
consumindo sementes de linhaca moidas, acrescentadas a sua dieta habitual
por 21 semanas. Mas Brooks et al. (2004), em quatro meses de tratamento
também com dieta suplementada, ndo observou mudangas nos niveis de
estradiol e nem nos marcadores de metabolismo ésseo.

Existem estudos que relatam também possiveis agbes de sementes de
linhaca contra cancer de mama. Thompson et al. (2005), através da analise de
tecidos do tumor, mostraram que a ingestdo diaria de 25 g de linhaca pode
reduzir significativamente a proliferagao celular, aumentar a apoptose e afetar a
sinalizacdo celular através da reducao da expressao de marcadores em células
tumorais de mulheres em pds-menopausa com cancer de mama primario. Ha
estudos que indicam também que a dieta baseada em uma maior ingestao de
lignanas pode estar associada com uma melhora da sobrevida e com uma
acao preventiva entre as mulheres na pés-menopausa com cancer de mama
(LOWCOCK; COTTERCHIO; BOUCHER, 2013; MCCANN et al., 2010).
Resultados semelhantes foram encontrados por Buck et al. (2011), que
também observaram melhor sobrevida em mulheres que continham maior nivel
de enterolactona no sangue, além da tendéncia a tumores com menor
tamanho.

Atividades da linhaga contra o cancer de mama ja foram observadas em
outros tipos de estudos, como por exemplo, analises in vitro, onde se pdde
verificar o efeito em linhagens de células tumorais MCF - 7 (receptor estrogénio
positivo) e MDA - MB - 231 (receptor estrogénio negativo) cuja proliferagéo foi
reduzida e havendo também um aumento da apoptose celular (LEE; CHO,
2012).
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2.5 ESTUDOS DESENVOLVIDOS EM MODELOS ANIMAIS

Apesar de existirem varios modelos experimentais desenvolvidos em
computadores e/ou em Orgaos isolados capazes de mimetizar situagdes
fisiologicas, os modelos de experimentacdo animal ainda sao amplamente
usados por auxiliar no entendimento da etiologia, mecanismos e tratamento de
diversas doencgas. Por isso, a realizagcdo de experimentos em modelos animais
busca um componente a mais no processo de estudo de uma determinada
doenca (MONTEIRO et al., 2009).

Para se avaliar possiveis atividades fitoestrogénicas e/ou como auxiliar
no alivio de problemas de saude relacionados com a pds-menopausa,
sementes de L. usitatissimum ou seus componentes isolados foram utilizadas
para alguns estudos em animais de experimentacao.

Estudos desenvolvidos em camundongos ovariectomizados utilizando
dieta a base de lignanas da linhaga observaram que houve aumento de peso
corporal e alta concentragdo plasmatica de lignanas nesses animais, mas nao
houve alteracao do peso uterino (DAMDIMOPQOULOU et al., 2009).

Wang et al. (2013) analisaram a atuagao do secoisolariciresinol (SECO)
isolado das sementes de linhaga como antidepressivo em camundongos
ovariectomizados e observaram que houve uma melhor resposta nesse grupo,
em relacdo ao controle ovariectomizado, nos modelos de depressao
analisados, que foi semelhante ao grupo que recebeu o antidepressivo
imipramina. O SECO também aumentou os niveis de noradrenalina e
dopamina no cérebro (WANG et al., 2013).

Assim como nos estudos em humanos, efeitos benéficos das sementes
de linhaga no perfil lipidico e seu efeito protetor em doencgas cardiovasculares
também foram comprovados em estudos com animais. Lucas et al. (2011)
mostraram em hamsters ovariectomizados, que a dieta suplementada com 15%
de linhaga preveniu o aumento do colesterol total promovido pela ovariectomia,
mas nao alterou os niveis de triglicerideos. Ja Campbell et al. (2013), utilizando
o mesmo animal ovariectomizado, que foi induzido lesdo aterosclerética e com
mesma dieta, observou uma reducao da lipoproteina e Apo B, além de uma
reducdo no numero de animais com lesdes do arco aértico, mas nao observou

alteracdes no colesterol total, triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-colesterol.
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O ébleo das sementes de linhaca reduziu marcadores do metabolismo
0sseo como fosfatase acida e alcalina e melhorou a microarquitetura éssea em
ratas ovariectomizadas (BOULBAROUD et al., 2008). Sacco et al. (2009)
obtiveram uma maior densidade mineral éssea na coluna lombar de ratas
ovariectomizadas em dieta suplementada com linhaca. Estudos posteriores
deste mesmo autor comprovaram que a maior concentracdo do SDG foi
detectada na coluna lombar, quando analisou sua distribuicdo no tecido
esquelético e em alguns 6rgaos (SACCO et al., 2011).

O teste uterotréfico, no qual € determinado o peso do utero Umido, € um
método muito utilizado para se demonstrar atividade estrogénica de uma
substancia, seja ela quimica ou proveniente de plantas (MARIOTTI et al.,
2011).

Estudos realizados em ratas ovariectomizadas, avaliaram o epitélio do
Utero frente a uma dieta contendo linhaca ou linhaca combinada com baixas
doses de estrogénio. Os resultados mostraram que houve uma baixa
proliferacdo do epitélio luminal uterino em ambos 0s grupos, mas nao
significativo, comparando com o controle (SACCO et al., 2012).

Zawar et al. (2010) utilizando extrato etandlico de sementes de linhaga,
verificaram que houve estrogenizacdo do epitélio vaginal de ratas imaturas
ovariectomizadas através da observacdo do ciclo estral, nas duas doses
testadas, de 500 mg/kg e de 1000 mg/kg. Neste mesmo estudo, utilizando ratas
imaturas sexualmente e ndo ovariectomizadas, houve um aumento do peso
uterino nas duas doses testadas comparando com o controle n&o tratado.

Tou, Chen e Thompson (1999) observaram que uma suplementacéo
dietética de 10% de sementes de linhaga em um periodo desde o desmame até
a maturidade sexual resultou em inicio precoce dessa maturagdo € menor peso
corporal comparando com a suplementacdo com 5% em ratas imaturas
sexualmente. Com relagdo ao primeiro ciclo estral, as ratas que receberam
10% de linhacga obtiveram um prolongamento do ciclo estral devido ao estro
prolongado. Neste mesmo estudo, foi observado também que os niveis de
estradiol foram maiores no grupo que recebeu 10% de linhaga, tanto em ratas
maduras quanto imaturas em comparagao as ratas que receberam dieta basal.
N&o foram observadas diferencas no peso uterino em nenhum dos grupos
tratados.
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Orcheson et al. (1998), utilizando ratas imaturas sexualmente, relataram
que houve um ciclo estral irregular ou aciclico em dieta suplementada com
niveis crescentes de linhaca ou SDG, por quatro semanas.

Ahmad et al. (2012), também utilizando ratas imaturas sexualmente,
testaram o efeito do extrato metandlico das sementes de linhaca na dose de
500mg/kg nos niveis hormonais, peso corporal e peso de alguns érgaos. Como
resultado, os valores de peso corporal, uterino e dos ovarios foram maiores em
comparacao ao controle, assim como o0s niveis de estradiol e progesterona. Os
ovarios das ratas tratadas, também revelaram a presenca de varios foliculos de
Graaf maduros, juntamente com o corpo luteo.

Em camundongos imaturos, o extrato metandlico das sementes de
linhaga aumentou o peso corporal, uterino e ovariano e acelerou o inicio da
maturidade sexual nas maiores doses testadas, 200 mg/kg e 300 mg/kg, em
um tratamento de 25 dias (DILSHAD et al., 2012).

2.6 ESTUDOS SOBRE REATIVIDADE UTERINA

Os estrogénios sao responsaveis pela sintese das proteinas contrateis e
enzimas reguladoras necessarias para a contratilidade uterina, sendo que
somente depois que o estrogénio é secretado e o Utero aumenta de tamanho,
geralmente na puberdade, é que se desenvolve a capacidade de responder a
estimulantes e inibidores das contragdes uterinas. O estrogénio aumenta a
concentragdo de receptores tanto para ocitocina quanto para receptores a -
adrenérgicos, que modulam os canais de calcio da membrana promovendo a
contracdo muscular (JACKSON; DUDLEY, 1998).

A producdo de prostaglandinas F2a e E2 também é estimulada pelo
estrogénio e estes compostos tem participagdo importante na contracao uterina
(FUCHS; FUCHS, 1993).

Vedernikov et al. (2002) mostraram que a ovariectomia em ratas diminui
a amplitude contratil espontanea do utero, entretanto, com a administragcao de
estradiol esta resposta a contracdo foi aumentada de forma significativa.

Estudos ja evidenciaram que o tratamento simultdneo com estradiol e
progesterona, aumentam as contragdes espontaneas no miométrio uterino em

ratas ovariectomizadas, nas quais a expressao de receptores estrogénicos
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uterinos do tipo a sofreu uma elevacdo em comparacao ao controle, sugerindo
que o efeito desses hormonios na contracao uterina € mediado por este tipo de
receptores (BULBUL et al., 2007).

Picherit et al. (2000), relataram que depois da ovariectomia em ratas, os
REa estdo envolvidos no baixo efeito do fitoestrégeno daidzeina, uma
isoflavona da soja, na contragao uterina induzida por ocitocina e prostaglandina
F2a (PGF2a).

Contudo, sdo escassos 0s estudos que evidenciam a agdo dos
fitoestrégenos na contracdo uterina, que € um fator importante para verificar a
acao estrogénica de um determinado composto.

Apesar de existirem estudos sobre a acdo das sementes de linhaca
(Linum usitatissimum) em humanos e animais, estes resultados sao
contraditérios havendo, portanto, a necessidade de estudos que englobem
diversas variaveis presentes em uma investigacdo sobre a acao
fitoestrogénica, como forma de comprovar suas possiveis fungdes no sistema
reprodutor, utilizando um modelo de experimentacdo animal com

hipoestrogenismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de Linum
usitatissimum L. (linhaga marrom) no aparelho reprodutor de ratas

ovariectomizadas.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do extrato das sementes de L. usitatissimum no ciclo estral de
ratas ovariectomizadas;

Verificar o efeito de L. usitatissimum no peso corporal e consumo de racao das
ratas ovariectomizadas;

Realizar ensaio uterotréfico, determinar o peso dos érgaos e da gordura intra-
abdominal de ratas ovariectomizadas e tratadas com L. usitatissimum;

Analisar o perfil bioquimico e hormonal do sangue de ratas ovariectomizadas e
tratadas com L. usitatissimum;

Verificar a histomorfometria das mamas, vagina e Utero das ratas
ovariectomizadas e tratadas com L. usitatissimum;

Avaliar a reatividade uterina induzida por carbacol, prostaglandina e ocitocina

em ratas ovariectomizadas tratadas com L. usitatissimum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra vegetal

As sementes de Linum usitatissimum L. var. humile foram adquiridas em
farmacia especializada em produtos naturais e manipulacédo na cidade de Sao
Luis - MA, em fevereiro de 2012, pertencendo ao lote n® 38 do fabricante

Germina®.

4.2 Preparo do material vegetal e extrato hidroalcodlico

As sementes (600 g) foram turbolizadas e maceradas em agitador orbital
com EtOH 70% na proporcdo 1:3 (v/v), ou seja, 1150 mL de pd de
sementes/3450 mL de EtOH, por 24 horas, para a preparacao do extrato
hidroalcodlico. O extrato foi filtrado e o residuo remacerado na mesma
proporcao de etanol, por mais duas vezes. O extrato foi concentrado com
auxilio de um rotaevaporador, sendo acondicionado em frasco ambar e
mantido sob refrigeracdo. A quantidade de residuo seco obtido do extrato
hidroalcodlico foi de 30,5 g com um rendimento de 5,13%.

4.3 Determinacao de compostos fitoquimicos

De acordo com a metodologia descrita por Matos (2009), foram
realizados os testes para determinagédo das principais classes de metabdlitos
secundarios presentes no extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum. Os metabdlitos pesquisados foram: alcaloides, fendis, taninos,
flavonoides, antocianinas, antocianidinas, flavondis, leucoantocianidinas,

catequinas, flavonas, esteroides, triterpenos, saponinas, resinas e cumarinas.
4.4 Animais
Os animais utilizados foram ratas Wistar da espécie Rattus norvegicus,

variedade Albinus, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do
Maranhdo / UEMA (n =5 - 6).
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Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas ratas adultas (80
dias de idade) com pesos variando entre 200 e 250 gramas, com acesso ad
libitum a racdo e agua e mantidas em ciclo claro/escuro de 12h, a uma
temperatura entre 22° £ 2° C.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica e Experimentacdo Animal — CEEA da Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA) com o protocolo n® 026/2008 (anexo).

4.5 Reagentes, solventes, sais e drogas

Alcool etilico PA (Exodo Cientifica); cloridrato de cetamina 10% e
cloridrato de xilazina 2% (Syntec); benzoato de estradiol, cloreto de
carbamilcolina (carbacol), prostaglandina F2a e cremofor (Sigma-Aldrich);
ocitocina 5 Ul/mL (Unido Quimica); cloretos de sodio, potassio, magnésio,
calcio, bicarbonato de so6dio, fosfato monobasico de sédio anidro, fosfato de
sodio dibasico e glicose (D+) anidra PA (Isofar); formol 40% (Rioquimica); kits
para dosagens bioquimicas (Bioclin®) e kits para dosagens hormonais (DBC —

Diagnostics Biochem Canada Inc.).
4.6 Aparelhos e equipamentos

Balanca analitica de precisdo (Celtac® FA-2104N), rotaevaporador
(Heidolph® Laborota 4000), analisador bioquimico (Bioplus® BIO 2000),
fisiografo (AD Instruments PowerLab® 4/30), leitora de microplacas de ELISA
(Bio-Tek® ELx800), microscépio optico (Olympus® CX41), agitador mecéanico
(Nova Etica® 108), centrifuga (Coleman® 90-1) e banho-maria (Thermomix®).
4.7 Testes de atividade farmacoldgica

4.7.1 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em 6 grupos (n = 5 - 6 ratas) conforme

descrigédo a seguir:
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- Falso operado (FO): Constituido por ratas submetidas a uma falsa cirurgia,
nas quais foi realizada laparotomia de aproximadamente 1 cm na linha
mediana, supra-pubica e, posteriormente realizada a sutura, sem retirar os
ovarios. Apds 21 dias da ovariectomia, as ratas receberam, por via oral, agua
destilada em cremofor (6leo de ricino polioxietilado) a 3%. O volume
administrado foi de 0,1 mL/100 g de peso do animal, diariamente, durante dois
meses.

- Ovariectomizado (OVR): Neste grupo os ovarios das ratas foram removidos
conforme a técnica de ovariectomia descrita no item 4.7.2.3. Apés 21 dias da
ovariectomia, as ratas receberam agua destilada em cremofor a 3%, por via
oral, em volume de 0,1 mL/100 g de peso, diariamente, durante dois meses.

- Ovariectomizado e tratado com Benzoato de Estradiol (BE): Apds 21 dias da
ovariectomia, as ratas receberam por via subcutinea, na regido dorsal,
benzoato de estradiol, diluido em o6leo mineral, na dose de 10 ug/Kg,
diariamente, por um periodo de dois meses.

- Ovariectomizados e tratados com extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum (LIN100, LIN250 e LIN500): Apds 21 dias da ovariectomia, as
ratas foram tratadas diariamente com o extrato nas doses de 100 mg/Kg, 250
mg/kg ou 500 mg/kg por via oral, por um periodo de dois meses. Os extratos

foram solubilizados em agua destilada com cremofor a 3%.

4.7.2 Sequéncia experimental

4.7.2.1 Periodo de adaptacao e selecao dos animais

As ratas passaram por um periodo de adaptacado no biotério setorial do
Laboratério de Pesquisa e Pds-Graduacao em Farmacologia da Universidade
Federal do Maranhdo, onde foram mantidos durante todo o periodo de
desenvolvimento da pesquisa. Antes da composicédo dos grupos, durante duas
semanas, foi determinado o ciclo estral das ratas, sendo que somente os
animais que apresentaram ciclo regular, ou seja, passaram por todas as quatro
fases do ciclo estral, foram selecionados, de forma randomizada, para a
composi¢cao dos grupos experimentais deste estudo.
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4.7.2.2 Determinacao das fases do ciclo estral

A determinacédo das fases do ciclo estral foi realizada diariamente no
periodo da manh4, entre 8:00 e 10:00 horas, pela analise da citologia vaginal a
fresco. A coleta da secrecéo vaginal foi feita com insercdo da ponteira de uma
micropipeta contendo 20 yL de solugdo de NaCl 0,9% estéril, no canal vaginal
do animal. O material aspirado foi colocado sobre lamina de vidro e visualizado
em microscopio 6ptico de luz comum, em aumento de 100 e 400 vezes
(MARCONDES, 2002). Foram analisadas as seguintes fases do ciclo estral,
que se caracterizam de acordo com os tipos de células: pré-estro, estro,
metaestro e diestro. As fases pro-estro e estro indicam atividade estrogénica,
também chamada de fase proliferativa, ja as fases metaestro e diestro indicam
a fase nao proliferativa do ciclo. As caracteristicas de cada ciclo estao descritas
na tabela abaixo de acordo com LONG e EVANS (1922).

Tabela 1 — Caracteristicas e duragao das quatro fases do ciclo estral de ratas.

FASES DO CICLO DURACAO (horas) CARACTERISTICAS CITOLOGICAS
ESTRAL
PRO-ESTRO 12-14 Predominancia de células epiteliais
nucleadas
ESTRO 25-27 Células anucleadas cornificadas
METAESTRO 6-8 Proporgao semelhante entre células epiteliais

nucleadas, cornificadas e leucécitos

DIESTRO 55-57 Predominancia de leucécitos

Fonte: Long e Evans, 1922.

4.7.2.3 Ovariectomia

Para realizar este procedimento cirurgico, as ratas foram
anestesiadas com a associagdo dos anestésicos cloridrato de cetamina (75
mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg), por via intraperitoneal. Foi feita a
antissepsia da regido ventral dos animais (supra-pubica) para posterior
laparotomia de aproximadamente 1 cm na linha mediana e identificagdo das
trompas e ovarios. As trompas foram pingadas e ligadas com fio de sutura e
0s ovarios isolados e retirados apds a ligadura. Os tecidos que sofreram
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incisdo, foram suturados com auxilio de um Catgut cromado cirurgico n® 4,
com fio absorvivel estéril. Para o grupo FO, foi realizada somente a
localizacdo e exposicdo dos ovarios e depois a sua recolocagdo para a
cavidade abdominal e sutura (KHAJURIA, RAZDAN, MAHAPATRA, 2012).
Apb6s 21 dias do procedimento cirdrgico, todos os animais, tiveram
seus esfregacos vaginais analisados por uma semana, para confirmacao da
reducao hormonal enddégena causada pela ovariectomia, caracterizada pelo
anestro, ou seja, auséncia do ciclo regular, que neste caso é evidenciada

pela predominéncia da fase diestro.

4.7.2.4 Determinacao do peso corporal e consumo de racao dos animais

Durante todo o periodo de tratamento foi realizado o controle de peso
dos animais, utilizando balanca analitica, trés vezes por semana. O controle do
consumo de ragao foi feito por pesagem de uma quantidade fixa de ragéo,
calculada de acordo com a quantidade de animais por gaiola, em média 350 g.
Apos 24 horas foi pesada a sobra da ragdo. Este procedimento foi realizado
também trés vezes por semana, para obtencdo de um valor médio semanal.
Para obter a quantidade de racdo consumida por animal, o valor obtido foi

dividido pela quantidade de animais presentes na gaiola.

4.7.2.5 Coleta do sangue e analises bioquimica e hormonal

Ao término do periodo de tratamento, as ratas foram anestesiadas e
submetidas a uma incisdo abdominal ventral para puncédo da artéria aorta
abdominal e coleta do sangue, com auxilio de scalp (n® 21G), para
posteriormente serem submetidas a eutanasia. O sangue foi recolhido em tubo
com gel separador e posteriormente foi realizada a extracdo do soro por
centrifugagéo (3000 rpm/10 min).

As dosagens bioquimicas quantitativas foram realizadas utilizando o
analisador bioquimico semiautomatico BIO 2000 Bioplus® para a determinagao
dos seguintes parametros: proteinas totais, albumina, triglicerideos, colesterol
total, HDL-colesterol, ureia, creatinina, acido urico, glicose, transaminase

oxalacética e transaminase piravica; utilizando-se a técnica e comprimento de
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onda de acordo com o componente dosado e orientacdo do fabricante dos
reagentes (Bioclin®). Para a andlise do perfil hormonal ovariano, dosagens de
estradiol e progesterona, foi utilizada a técnica de imunoensaio enzimatico

(ELISA), utilizando-se kits da Diagnostics Biochem Canada Inc.

4.7.2.6 Teste uterotréfico, determinacao do peso dos o6rgaos e gordura

intra-abdominal

Ao final do tratamento, a hipé6fise, as adrenais, os rins, o figado, o
baco e o coragao foram identificados, dissecados e retirados para obtencao
do peso em balanca analitica. O teste uterotréfico, que consiste no peso do
Utero, foi realizado apés a dissecacdo do utero, retirando-se toda gordura
periférica para depois serem pesados. A gordura intra-abdominal também foi
removida para posterior pesagem.

Para cada animal, foi calculado o peso relativo do érgao/100 g do
peso corporal.

4.7.2.7 Analise histomorfométrica do utero, vagina e mamas

Amostras de tecidos da mama, do Utero e da vagina dos animais foram
coletadas e conservadas em solucdo de formalina tamponada a 10%.
Posteriormente, passaram pelo processo padrdo para obtengdo dos cortes
histol6gicos, com espessura de 7 ym, incluidos em parafina e depois corados
com hematoxilina-eosina. Os cortes histolégicos foram observados em
microscopio éptico de luz comum para andalise comparativa entre 0s grupos.
Foram medidas no utero a espessura do endométrio (um), a altura da célula
luminal do endométrio (um), a altura da célula epitelial da glandula uterina
(um), a area das glandulas uterinas (%) e quantidade de glandulas e na vagina,
a espessura do epitélio vaginal (um). Nas mamas, foi analisada a area ocupada
pelo parénquima (um), a area ocupada pelo tecido mamario (%) e o numero de
ductos e alvéolos. As imagens foram obtidas utilizando-se um microscépio
acoplado a uma camera digital e as analises foram feitas com auxilio do

programa de analise de imagem Image J versao 1.44C.
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4.7.2.8 Reatividade em utero isolado

Ao final do periodo de tratamento, o Utero das ratas foi retirado para
realizagdo dos testes de reatividade ao carbacol, prostaglandina F2a e
ocitocina. Tiras uterinas foram cuidadosamente retiradas e colocadas em uma
placa de Petri contendo solug¢ao nutritiva De Jalon normal (NaCl 153,5 Mm; KCI
5,6 Mm; NaHCO3; 5,9 Mm; C¢H1206 5,5 Mm e CaCl, 0,5 Mm), tendo-se o
cuidado de retirar toda a gordura periférica ao tecido uterino. Os segmentos
uterinos, com tamanho aproximado de 0,5 cm, foram suspensos verticalmente
em cubas de vidro contendo a solugdo nutritiva, sendo constantemente
aeradas com 95% O,/ 5% CO e mantidas a temperatura de 37°C empH 7,4. A
preparacao foi mantida em repouso por um periodo de 40 minutos para
estabilizacao, antes do contato com qualquer agente farmacolégico, mantendo-
se a tensdo de 1 g e efetuando-se, neste periodo, a renovacdo da solugao
nutritiva da cuba a cada 10 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo, duas
curvas concentragdo-resposta simples e de amplitudes similares para carbacol
(10 M), prostaglandina F2a (10° M) e ocitocina (1 Ul/mL) foram obtidas. As
variacbes de tensdo das preparacdes foram medidas com um transdutor de
forca isométrico, conectado a um amplificador do fisiégrafo PowerLab e ao
computador com o software grafico para registro das contracdes.

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdao das médias.
As diferengas entre 0os grupos experimentais foram detectadas pela andlise de
variancia One-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman Kuels, para um
nivel de significancia de 5%. Para andlise dos dados, foi utilizado o programa
GraphPad Prism®© verséo 5.0.



37

5 RESULTADOS

5.1 Determinacao de compostos fitoquimicos

Os resultados obtidos para o perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico
de L. usitatissimum mostraram a presenca fortemente positiva para esteroides,
moderadamente positiva para taninos condensados e fracamente positiva para
flavonas, flavondis e xantonas. Os demais compostos nao foram detectados.

Tabela 2 - Resultado da triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico das sementes de L.usitatissimum.

COMPOSTOS FITOQUIMICOS RESULTADO
ESTEROIDES ot
TANINOS CONDENSADOS ++
FLAVONAS, FLAVONOIS E XANTONAS N

Os resultados estdo expressos em grau de intensidade da presenga do componente fitoquimico pesquisado, segundo
metodologia descrita por Matos (2009). Fortemente positivo (+++), moderadamente positivo (++) e fracamente positivo

(+)-

5.2 Determinacéao das fases do ciclo estral

As ratas submetidas a ovariectomia se mantiveram, durante trés
semanas, predominantemente na fase diestro, caracterizando o anestro, apos
o qual foi iniciado o tratamento dos animais. A analise do lavado vaginal das
ratas revelou que no grupo FO os animais apresentaram ciclo regular, ou seja,
passaram por todas as quatro fases do ciclo estral durante todo o periodo de
tratamento. Em contrapartida, os animais do grupo OVR ficaram nas fases nao
proliferativas, diestro e metaestro, como esperado.

Em relacdo aos animais ovariectomizados e tratados com o extrato
hidroalcodlico de L. usitatissimum nao houve alteracao do ciclo estral das ratas
pertencentes ao grupo LIN100, as quais permaneceram 100% na fase diestro,
durante todo o tempo de tratamento com o extrato. O grupo LIN250
apresentou-se em maior frequéncia na fase diestro nos dois meses de
tratamento, porém com um pouco mais de 5% de frequéncia na fase metaestro

(Tabela 3 A e B). No grupo LIN500, apesar de ter ocorrido 100% de diestro no
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primeiro més de tratamento, observou-se 14,3% de fase pré-estro e 23,8% de
metaestro no esfregaco vaginal das ratas no segundo més (Tabela 3 B). O
grupo BE mostrou um esfregaco vaginal predominante na fase estro (fase
proliferativa) com 88,5% no primeiro més de tratamento e atingindo 100% no

segundo més (Tabela 3 A e B).

Tabela 3 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum no ciclo estral de ratas
Wistar.

A

A . o
Fases do ciclo Frequéncia das fases do ciclo estral (%)

estral 12 MES
FO OVR BE LIN100 LIN250  LIN500
PRO-ESTRO 37,5 0 7,7 0 0 0
ESTRO 12,5 0 88,5* 0 0 0
METAESTRO 34,4 21,9 0* 0* 5,5* 0*
DIESTRO 15,6 78,1 3,8* 100* 94,5* 100*
B

A . o
Fases do ciclo Frequéncia das fases do ciclo estral (%)

estral 22 MES
FO OVR BE LIN100 LIN250  LIN500
PRO-ESTRO 21,9 0 0 0 0 14,3
ESTRO 34,4 0 100* 0 0 0
METAESTRO 9,3 3,1 0 0 6,5 23,8*
DIESTRO 34,4 96,9 0* 100 93,5 61,9*

Frequéncia das fases do ciclo estral de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e
tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500) no 12 més (A) e no 2°
més (B) de tratamento. Os valores foram considerados diferentes com *p<0,0001 em relagéo ao grupo OVR (One-way
ANOVA, Newman-Keuls). (n=5-6)

5.3 Determinacao do peso corporal e consumo de racao dos animais

O peso corporal dos animais de todos os grupos ndo mostrou diferengas
significativas antes do procedimento cirargico de retirada dos ovarios. Porém,
apds o periodo de 21 dias da ovariectomia, houve aumento do peso corporal
de todos os grupos, com média de 25,5%. No periodo de tratamento, o grupo
OVR (306,1 £ 12,2) apresentou aumento do peso corporal que foi maior na 82
semana, atingindo 19,6%, em relagdo ao grupo FO (256,1 £ 6,3 g). O extrato
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de linhaga preveniu o aumento de peso induzido pela ovariectomia,
observando-se nos grupos LIN100 (269,9 + 10,1g), LIN250 (264,6 + 10,5 g) e
LIN500 (266,6 + 8,2 g) um menor valor médio para o peso corporal,
correspondendo a reducdao de 11,8%, 13,5% e 12,9%, respectivamente,
quando comparado com o grupo OVR. De forma que os grupos tratados com o
extrato apresentaram peso semelhante aos animais do grupo FO. O grupo BE
(250,5 £ 5,6 @), apresentou uma reducdao de 18,2% em relagcdo ao
ovariectomizado (Figura 4). Com relagdo ao consumo de racao, nao houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais, durante as oito semanas

de tratamento.

Figura 4 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum no peso corporal de ratas
Wistar.
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Evolug@o ponderal de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e tratadas com
benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum
na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). Os valores foram considerados
diferentes com *p<0,001 em relagdo ao grupo OVR (One-way ANOVA, Newman-Keuls). (n=5-6)

5.4 Teste uterotrofico

O grupo OVR (0,06 £ 0,005 g), mostrou uma significante reducao de
83,4% no peso uterino em comparagdo ao grupo FO (0,38 + 0,049 @), que
ocorreu devido a atrofia causada pela retirada dos ovarios. A média de peso
uterino dos grupos LIN100 (0,06 £ 0,004 g), LIN250 (0,04 + 0,002 g) e LIN500
(0,05 = 0,002 g) nao foi diferente do grupo OVR (Figuras 5). A administracédo de
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benzoato de estradiol (grupo BE) aumentou significativamente o peso uterino
(0,32 + 0,066 g) em 80,5%, quando comparado ao grupo OVR. A figura 6
mostra o aspecto macroscopico geral dos uteros apds ovariectomia, tratados

com benzoato de estradiol ou com o extrato de L. usitatissimum.

Figura 5 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum no peso do Utero de ratas
Wistar.

0.50-
0.454
*
0.404
0.35+
0.304
0.254
0.204

0.154

Peso uterino (g/100g)

0.104
0.05+

0.00-
o Q& <
< S )

Peso uterino de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e tratadas com benzoato
de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na dose
de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). Cada barra representa a média + erro padrao
das médias. Os valores foram considerados diferentes com *p<0,0001 em relagdo ao grupo OVR (One-way ANOVA,
Newman-Keuls). (n=5-6)

Figura 6 - Imagens representativas dos Uteros das ratas Wistar tratadas com diferentes doses de extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.
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Aspecto macroscépico do Utero de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e
tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). (n=5-6)
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5.5 Peso dos o6rgaos e da gordura intra-abdominal

O peso do figado, baco, rins, adrenais, coracdo e hipéfise ndo se
mostraram diferentes entre os grupos analisados (Tabela 4). Quanto ao peso
da gordura intra-abdominal, o grupo OVR (3,19 = 0,169 g) mostrou um
aumento de 47,9% em relacao ao grupo FO (1,67 = 0,257 g). Dentre os grupos
tratados com o extrato, somente 0 grupo que recebeu a maior dose, LIN500
(2,06 £ 0,327 ), apresentou reducao do peso da gordura intra-abdominal que
foi de 35,5% em comparacao ao OVR (Figura 7).

Da mesma forma, no grupo tratado com benzoato de estradiol (1,73 +
0,223 g), o peso da gordura intra-abdominal se apresentou diminuido em
45,8%. Entre os grupos LIN500 e BE nao houve diferenca em relacéo a este

parametro, que foi semelhante ao grupo FO.

Tabela 4 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum no peso relativo de 6rgaos
de ratas Wistar.

Peso
_dos FO OVR BE LIN100 LIN250 LIN500
orgaos
_(g/100 g)

Figado 2,574+0,18 2,60740,08  2,666+0,07  2,409+0,13  2,305+0,15 2,418+0,02
Baco 0,219+0,004 0,22740,01  0,209+0,008 0,228+0,007  0,198+0,01 0,195+0,005
Rins 0,622+0,03 0,567+0,01  0,595+0,04  0,491+0,007  0,554+0,02 0,577+0,01

Adrenais  0,026+0,001 0,02640,001  0,027+0,001  0,025+0,001  0,025+0,001  0,026+0,0009
Coracéo 0,366+0,02 0,367+0,02  0,363+0,02  0,322+0,01  0,340%0,01 0,386+0,01
Hipofise 0,035+0,002 0,033+0,006  0,040+0,01  0,035+0,005 0,045+0,001  0,043+0,001

Peso de 6rgdos de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e tratadas com
benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum
na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). Os valores correspondem ao
peso de ambos os rins e adrenais (direito e esquerdo). Os dados foram expressos em gramas/100 gramas de peso
corporal (g/100 g). Os valores representam as médias + erro padrao das médias (One-way ANOVA, Newman-Keuls).
(n=5-6)
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Figura 7 - Peso relativo da gordura intra-abdominal de ratas Wistar apds tratamento com extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.
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Peso da gordura intra-abdominal de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e
tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). Cada barra representa
a média * erro padrao das médias. Os dados foram expressos em gramas/100 gramas de peso corporal (g/100 g). Os
valores foram considerados diferentes com *p<0,001 em relag@o ao grupo OVR e #p<0,001 comparando com o grupo
FO (One-way ANOVA, Newman-Keuls). (n=5-6)

5.6 Analise bioquimica do sangue

Quanto as analises bioquimicas, a ovariectomia, por dois meses, nao
alterou nenhum dos parametros avaliados. No grupo tratado com benzoato de
estradiol (BE), observou-se uma diminuicdo das concentracdes de glicose e
proteinas totais em 20,7% e 15%, respectivamente, em relagcao ao grupo OVR.

Os grupos tratados com as diferentes doses do extrato de L.
usitatissimum nao apresentaram nenhuma alteracdo nas dosagens bioquimicas
realizadas, durante todo o periodo de tratamento. Os dados estao

representados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum nas dosagens bioquimicas
séricas em ratas Wistar.

N Grupos
Parametros P

Bioquimicos

FO OVR BE LIN100 LIN250 LIN500

GLI (mg/dL) 123,7+9,7 131,4+24 1042+51* 129,56 +8,4 111,3+3,3 120,7 +5,6
CT (mg/dL) 114,6 +3,8 123,5+2,0 128,9+1,3 121,8 £4,7 124,9+3,8 122,2+2,6
HDL (mg/dL) 42,3+0,8 39,1+1,0 42,5+1,3 43+1,5 40,1 +2,0 42,6 +4,1
TRI (mg/dL) 70,1+13,4 64,4+1,3 71,0+1,8 70,7 +1,8 72,9 +1,1 71,9+1,8

UR (mg/dL) 50,0 + 3,1 51,4+1,8 47,9+2,2 48,1 +2,6 42,1 +1,0 42,3+2,9

CR(mg/dL)  0,820,1 0,8+0,1 0,8+0,05 06+003  06+0,03 0,6+0,08
PT (g/dL) 594008 60+02  51+0,08 6,0+0,2 6,6+0,1 58+0,1
ALB (g/dl)  2,9+0,08 2,8+0,02 2,8+0,1 28+0,04 25+004  25%0,1
AU (mg/idl)  3,6+0,1 3,5+0,1 3,7+0,2 3,6 £ 0,09 3,6 0,1 3,7£0,1

TGO (UL) 88,2+4,8 112,0+73 87,2+6,6 100,0 + 8,0 120,5+3,6 120,3+3,5

TGP (U/L) 47,7+4,8 49,6 +4,8 40,8 £3,5 53,8 £6,0 51,6 2,2 44,0+ 4,0

Dosagens bioquimicas séricas de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e
tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). GLI - glicose, CT -
colesterol total, HDL - colesterol, TRI - triglicerideos, UR - ureia, CR - creatinina, PT - proteinas totais, ALB - albumina,
AU - &cido urico, TGO - transaminase oxalacética e TGP - transaminase pirtvica. Os valores foram considerados

diferentes com *p<0,05 em relagéo ao grupo OVR (One-way ANOVA, Newman-Keuls). Os resultados expressam as
médias * erro padréo das médias. (n=5-6)

5.7 Dosagem hormonal

Na Tabela 6 estdo descritos os resultados das dosagens dos hormonios
estradiol e progesterona no soro das ratas falso operadas e ovariectomizadas
tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum ou
benzoato de estradiol.

O grupo OVR apresentou uma diminui¢do de 75,3% na concentragédo de
estradiol (22,7 = 0,7 pg/mL) quando comparado ao grupo FO (92,0 £ 11,5
pg/mL). Dentre os grupos tratados pelo extrato, nenhuma das doses testadas
alterou os niveis sanguineos de estradiol. No grupo tratado com benzoato de
estradiol (91,5 + 15,6 pg/mL), o aumento no estradiol sérico foi de 75,2% em
relacdo ao grupo OVR.
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A concentracao de progesterona nas ratas do grupo OVR foi de 3,1 £ 1,1
ng/mL, que nao foi diferente em comparacao ao grupo FO (4,5 = 1,4 ng/mL).
Da mesma forma, ndo houve diferencas da progesterona entre 0s grupos
tratados com o extrato da linhaga, BE e OVR.

Tabela 6 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum nas dosagens hormonais
séricas de ratas Wistar.

Grupos
Horménios

FO OVR BE LIN100 LIN250 LIN500

Estradiol
92,0£11,5 227£0,7 +12,6* 27,638  204+1,1  416%1,1

(pg/mL) 95,5+ 12,6

Progesterona 56,14  22:09 1,7£04 2818  13:009 2710

(ng/mL)

Dosagens hormonais séricas de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e
tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de L.
usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500). Os valores foram
considerados diferentes com *p<0,0001 comparado com o grupo OVR (One-way ANOVA, Newman-Keuls). Os
resultados expressam as médias + erro padrao das médias. (n=5-6)

5.8 Histomorfometria do utero, vagina e mamas de ratas Wistar

A analise histomorfométrica do tecido uterino das ratas, apds dois meses
de tratamento, que esta disposta na Tabela 7, foi realizada utilizando cortes
transversais e longitudinais, para a andlise de toda a sua extensao incluindo
endométrio, epitélio luminal e glandulas uterinas. A espessura do endométrio
se mostrou diminuida com a ovariectomia, evidenciando a atrofia do tecido
endometrial no grupo OVR (7,4 £ 0,5 pym), quando comparado ao grupo FO
(24,3 £ 0,4 uym), em 69,5%. Os grupos de animais tratados com as doses do
extrato ndo mostraram diferenca na espessura endometrial, quando
comparados ao OVR. O tratamento com benzoato de estradiol aumentou de
forma significativa, em 47,9%, a espessura do endométrio (16,9 £ 0,3 um), em

comparacgao ao grupo OVR (Tabela 7 e Figura 8).
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Tabela 7 - Histomorfometria do epitélio uterino e vaginal de ratas Wistar apds tratamento com o extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.

Parametros

FO

OVR

BE

LIN100

LIN250

LIN500

Espessura do
endométrio
x10° (Mm)

Altura do
epitélio
luminal (um)
Area da

glandula
x10° (um®)
Altura do
epitélio da

glandula (um)
Ne¢ de

glandulas

uterinas

%Glandulas
uterinas

Espessura do
epitélio
vaginal (um)

24,3+0,4

51,8+1,6

311,2+42,2

257,2+11,9

7,4 +0,5#

23,9 £ 0,5#

127,9 + 10,9#

29,8 + 0,6#

2,8+04

1,6 £0,2#

46,6 +2,1#

16,9 £0,3"#

56,8 +1,9%#

349,9 £ 39,4*#

52,9 £ 0,9"#

356,8 £ 11,1*#

7,2+0,3#

26,0 £ 0,3#

162,6 + 10,0#

29,8 £ 0,3#

4,8+0,3

3,56+0,3#

30,7 £ 0,9#

6,3 +0,2#

24,7 +0,3#

129,7 +11,1#

27,1 +0,5#

21,0 + 0,4#

6,6 +0,2#

27,4 £0,8%#

115,4 + 11,5#

28,7 +0,7#

35,9 + 0,4#

Anédlise histomorfométrica do Utero e epitélio vaginal de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR),
ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico
das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500).
Os valores foram considerados diferentes com *p<0,0001 comparado com o grupo OVR ou #p< 0,0001 comparado
com o grupo FO (One-way ANOVA, Newman-Keuls) (n=5-6)

Da mesma forma, no grupo OVR, a altura da camada celular do epitélio
luminal (23,9 + 0,5 um) e a altura do epitélio da glandula uterina (29,8 + 0,6 um)
foram reduzidas em 53,8% e 35,9% respectivamente, em relagao ao grupo FO
(51,8 £ 1,6 um; 46,6 £ 0,9 um). Quanto aos grupos tratados com o extrato,
apenas o grupo LIN500 (27,4 = 0,8 ym) mostrou um discreto aumento do
epitélio luminal do Utero em 12,8% quando comparado ao grupo OVR (Tabela 7
e Figura 9), mas para a altura do epitélio da glandula, ndo houve diferencas
significantes entre os grupos tratados e o OVR. O tratamento com o benzoato
de estradiol reverteu a diminuicdo dos epitélios luminal e da glandula,
aumentando a altura desses epitélios em 57,9% e 43,5%, respectivamente, em
relacdo ao grupo OVR. Quanto a area da glandula e percentagem de glandulas
uterinas, o grupo OVR mostrou uma diminuicdo em 58,9% e 75%,
respectivamente, em relacdo ao grupo FO. Os grupos de animais tratados com
as doses do extrato ndo mostraram diferencas nestes parédmetros quando
comparados ao grupo OVR, enquanto que o tratamento com benzoato de
estradiol no grupo BE reverteu esta diminuicdo causada pela ovariectomia,
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aumentando a area da glandula e percentagem de glandulas uterinas em
63,4% e 81%, respectivamente (Tabela 7).
Com relacao ao parametro numero de glandulas uterinas, nao houve

diferencas entre os grupos experimentais (Tabela 7).

Figura 8 - Fotomicrografia do endométrio de ratas Wistar ovariectomizadas tratadas com o extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.

Cortes histolégicos evidenciando a espessura endometrial de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas
(OVR), ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500
mg/kg (LIN500). As linhas pretas representam a espessura do endométrio. Hematoxilina - eosina; Aumento de 50x.
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A analise do epitélio vaginal revelou que a ovariectomia reduziu em
81,9% (46,6 + 2,1 ym) sua espessura em comparacao ao grupo FO (257,2
11,9 ym). O tratamento de animais ovariectomizados com as trés doses de
extrato das sementes de L. usitatissimum nao alterou a espessura do epitélio
vaginal, que se manteve atrofiado como no grupo OVR. Porém o benzoato de
estradiol (BE = 356,8 + 11,1 ym) induziu o0 aumento de 86,9% em comparacao
ao OVR (Tabela 7).

Figura 9 - Fotomicrografia do Utero de ratas Wistar ovariectomizadas tratadas com o extrato hidroalcodlico
de L. usitatissimum.

Cortes histolégicos evidenciando a altura do epitélio luminal uterino de ratas Wistar falso-operadas (FO),
ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas
com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250)
e de 500 mg/kg (LIN500). As linhas pretas representam a espessura do epitélio luminal uterino. Hematoxilina - eosina;
Aumento de 400x.
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Com relagdo a andlise das mamas, observou-se um padrao
caracterizado pela presenca de ductos e botdes alveolares, onde a area do
parénquima foi significativamente reduzida em 49% no grupo OVR (180,1 *
26,6 ym?) quando comparado ao grupo FO (352,9 + 64,0 um?). O grupo OVR
mostrou uma maior concentracdo de tecido adiposo e parénquima escasso,
com poucos ductos e alvéolos. O mesmo padrao foi observado também em
relacdo ao percentual de parénquima mamario, onde o grupo OVR (2,8 £ 0,6%)
obteve uma diminuicdo em 54,8% em relacédo ao grupo FO (6,2 + 1,2%). Para
0s grupos tratados com as diferentes doses do extrato, ndo houve diferencas
significativas entre estes e o grupo OVR em todos os parametros avaliados nas
mamas. A administracdo de benzoato de estradiol induziu no grupo BE, a
presenca de uma area do parénquima bem desenvolvido, que se mostrou
aumentado em 66,1% (531,3 + 72,7 um?) em relagdo ao OVR, assim como na
percentagem de parénquima (10,6 + 1,1%), que aumentou em 73,6% também
comparado ao OVR (Tabela 8 e Figura 10).

Tabela 8 - Histomorfometria das glandulas mamarias de ratas Wistar ovariectomizadas tratadas com o
extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.

Parametros FO OVR BE LIN100 LIN250 LIN500

Area do
paréanuirga 352,9+64,0 180,1 +26,6# 531,3+72,7*# 204,6+24,1# 127,0 £ 17,9# 119,7 £ 12,5#
x10” (um®)

Parénquima .
mamario(%) 6,2+1,2 2,8 +0,6# 10,6 +1,1*# 3,6 +0,5# 1,1+0,2# 1,5+0,1#
N2 de
ductos e 3,56+0,8 2,4+0,4 4,7+0,5 46+0,6 46+0,6 3,6+0,3
alvéolos

Analise histomorfométrica das mamas de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas
e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico das sementes de
L. usitatissimum na dose de 100 mgkg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e 500 mg/kg (LIN500). Os valores foram
considerados diferentes com *p<0,0001 comparado com o grupo OVR ou #p< 0,0001 comparado com o grupo FO
(One-way ANOVA, Newman-Keuls) (n=5-6)
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Figura 10 - Fotomicrografia das mamas de ratas Wistar ovariectomizadas tratadas com o extrato
hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum.

Cortes histolégicos evidenciando os ductos e alvéolos mamadrios de ratas Wistar falso-operadas (FO),
ovariectomizadas (OVR), ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas
com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250)
e de 500 mg/kg (LIN500). As setas pretas indicam os ductos e alvéolos mamarios. Hematoxilina - eosina; Aumento de
100x.

5.9 Reatividade em utero isolado

Para testar a reatividade do utero, foram utilizadas tiras uterinas obtidas
das ratas de todos os grupos experimentais. A reatividade foi observada com o
carbacol (10° M), prostaglandina F2a (PGF2a, 10° M) e ocitocina (1 Ul/mL), ao
final de oito semanas de tratamento dos animais. A ovariectomia reduziu

significativamente a forca de contracdo induzida pelo carbacol no grupo OVR
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(0,33 £ 0,16 g/tensao) em 77,8% em comparagao ao grupo FO (1,50 = 0,24
g/tensédo). Os grupos LIN100 (0,62 + 0,07 g/tensdo), LIN250 (0,32 = 0,03
g/tensao) e LIN500 (0,31 £ 0,02 g/tensdao) mostraram uma forca de contracao
uterina semelhante a do grupo OVR. No grupo BE, a reposigcdo hormonal
preveniu a reducdo da reatividade uterina ao carbacol (1,56 £ 0,15 g/tensao)
(Figura 11).

Figura 11 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na forga de contragéo
induzida pelo carbacol no Gtero de ratas Wistar.
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Reatividade uterina induzida pelo carbacol de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR),
ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico
das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500).
As colunas e barras verticais representam a média + erro padrdo das médias. Os valores foram considerados
diferentes com *p<0,001 comparado com o grupo OVR ou #p< 0,001 comparado com o grupo FO (One-way ANOVA,
Newman-Keuls). (n=5-6)

A forgca de contracdo induzida por PGF2a também sofreu influéncia da
ovariectomia, que foi reduzida no grupo OVR (0,21 £ 0,05 g/tensao) em 88,4%
em comparagdo ao grupo FO (1,80 = 0,25 g/tensdo). Nao houve diferenca
entre os grupos tratados com o extrato de linhaca, LIN100 (0,33 + 0,08
g/tensdo), LIN250 (0,56 + 0,10 g/tenséao) e LIN500 (0,47 = 0,10 g/tensdo) em
comparacdo ao grupo OVR. A administracdo de benzoato de estradiol
provocou um aumento da for¢ca de contragdo do grupo BE (0,88 = 0,03
g/tensdo) em 76,2% quando comparado ao grupo OVR, porém nao atingiu a
tensdo maxima observada no grupo FO (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na forga de contragdo
induzida por prostaglandina F2a no Gtero de ratas Wistar.
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Reatividade uterina induzida por prostaglandina F2a de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR),
ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico
das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500).
As colunas e barras verticais representam a média + erro padrdo das médias. Os valores foram considerados
diferentes com *p<0,001 comparado com o grupo OVR ou #p< 0,0001 comparado com o grupo FO (One-way ANOVA,
Newman-Keuls). (n=5-6)

Quanto a forca de contracao induzida pela ocitocina, houve, da mesma
forma que para as outras drogas testadas, uma reducao da reatividade uterina
com a ovariectomia (OVR = 0,18 + 0,04 g/tensdo) em 81,7% em comparagao
ao grupo FO (0,99 + 0,12 g/tensdo). Os grupos LIN100 (0,32 £ 0,08 g/tensao),
LIN250 (0,35 £ 0,04 g/tensdo) e LIN500 (0,22 + 0,02 g/tensdo) ndo mostraram
diferenca em relagao ao grupo OVR. Os grupos FO e BE (0,82 + 0,09 g/tensao)
ndo foram diferentes entre si, sendo que a administracdo do benzoato de
estradiol no grupo BE resultou em aumento de 77,8% em relagdo ao grupo
OVR (Figura 13).



52

Figura 13 - Efeito do extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum na forga de contragdo
induzida por ocitocina no Utero de ratas Wistar.
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Reatividade uterina induzida por ocitocina de ratas Wistar falso-operadas (FO), ovariectomizadas (OVR),
ovariectomizadas e tratadas com benzoato de estradiol (BE), ovariectomizadas e tratadas com o extrato hidroalcodlico
das sementes de L. usitatissimum na dose de 100 mg/kg (LIN100), de 250 mg/kg (LIN250) e de 500 mg/kg (LIN500).
As colunas e barras verticais representam a média + erro padrdo das médias. Os valores foram considerados
diferentes com *p<0,0001 comparado com o grupo OVR ou #p< 0,0001 comparado com o grupo FO (One-way ANOVA,
Newman-Keuls) (n=5-6)
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6 DISCUSSAO

Na analise do perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico a 70% das
sementes de L. usitatissimum foi detectada a presenca de esteroides, taninos
condensados e flavonas, flavondis e xantonas. Zawar et al. (2010), que utilizou
o extrato hidroalcodlico de L. usitatissimum a 50% detectou a presenca de
flavonoides e saponinas, enquanto que Anwar e Przybylski (2012) revelaram
em seus estudos que o extrato hidroalcodlico a 80% apresentou compostos
fendlicos e flavonoides. Com o extrato das sementes de linhaca obtido de outro
tipo de solvente, o metandlico a 80%, foram encontrados alcaloides e
saponinas como principais metabdlitos secundarios (AHMAD et al., 2012).

Neste estudo nao foi possivel verificar a presenca das lignanas,
fitoestrégeno encontrado nas sementes de linhaca, pois estdo na forma de
precursor, o SDG, que ndo € detectado por nenhum dos testes fitoquimicos
realizados. Entretanto, podem ter contribuido para alguns resultados
encontrados neste estudo e que serao descritos posteriormente, uma vez que é
uma classe de compostos que possui semelhanca estrutural com o estradiol e
por isso se ligam aos receptores de estrogénio, exercendo atividades
estrogénicas ou agindo como antagonistas, inibindo o estrogénio enddgeno
(CARREAU et al., 2008). Além disso, os esteroides e flavonas detectados na
analise fitoquimica, também s&o relatados em estudos como compostos que
possuem atividade estrogénica (CHAO, LIN, 2011; MILLIGAN et al., 1999).

Para avaliar a atividade estrogénica de L. usitatissimum no aparelho
reprodutor, foi empregado o modelo animal ovariectomizado, que reproduz as
alteracbes bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem em mulheres na menopausa,
sendo que neste modelo, as ratas sdo castradas bilateralmente, levando assim
a cessacgao na producao dos estrogénios ovarianos (HO et al., 2007; RIMOLDI
et al., 2007).

Inicialmente foi determinado o ciclo estral das ratas. O ciclo estral é
composto por quatro fases: pro-estro, estro, metaestro e diestro. A fase pro-
estro consiste na predominancia de células epiteliais nucleadas, a fase estro se
caracteriza pela presenca principal de células cornificadas anucleadas, ja a

fase metaestro consiste da mesma propor¢cdo de leucécitos, células



54

cornificadas e epiteliais nucleadas e por fim, a fase diestro, € caracterizada
pela predominancia de leucécitos (LONG; EVANS, 1922). As duas primeiras
fases citadas sdao as proliferativas do ciclo, que apresentam picos de
concentracao de estradiol e progesterona, enquanto que as duas ultimas fases
(metaestro e diestro) sdo as fases nao proliferativas do ciclo, nas quais os
hormdnios estao em niveis basais (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007).

Como resultado da alteracdo hormonal causada pela ovariectomia, o
ciclo estral das ratas permanece em maior frequéncia em diestro, fase nao
proliferativa do ciclo, caracterizada por secrecao vaginal escassa e presenca
abundante de leucdcitos (MARCONDES et al., 2002). Este processo foi
observado em nossos resultados, no qual o grupo OVR se manteve em maior
proporcao na fase diestro, diferente do grupo FO, que teve seus ovarios
preservados e por isso apresentou todas as fases do ciclo estral nos dois
meses de tratamento.

Durante as fases proliferativas do ciclo estral, como ja mencionado, ha
um aumento dos niveis de estradiol, promovendo a maturacdo do epitélio
vaginal que ocorre principalmente na fase pré-estro e inicio da fase estro
(GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007; MARCONDES et al., 2002). Nos
resultados encontrados neste estudo com o extrato de linhaga, ndo houve
alteracdo do estradiol, apesar de ter havido uma maior concentracdo deste
horménio na dosagem do soro das ratas tratadas com 500 mg/kg de linhaca
em comparagao ao grupo OVR, aumento este, que pode ser a provavel
explicacdo para o aparecimento, no 2° més de tratamento, de 14,3% de pré-
estro na citologia vaginal das ratas. Apesar desta maturagdo na citologia
vaginal, ndo houve alteracao na espessura do epitélio vaginal em nenhum dos
grupos tratados com o extrato, sendo semelhante ao grupo OVR, porém
diferente do grupo BE, que mostrou um aumento significativo na espessura
deste epitélio. Provavelmente, a proliferagcdo celular encontrada na citologia
vaginal pode ser resultado da interagdo com os receptores de estrogénio tipo a,
que estdo envolvidos com a proliferagdo, estratificacdo e cornificacdo do
epitélio vaginal (COUSE et al., 1995). Quanto ao aumento nos niveis de
estradiol observados na dosagem hormonal, possivelmente algum dos
componentes fitoquimicos presente no extrato como os esteroides ou mesmo

as lignanas, devido sua semelhancga estrutural com o estrogénio, podem ter
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interagido com os anticorpos antiestradiol contidos na técnica imunoenzimatica
empregada.

Resultados semelhantes aos nossos quanto ao epitélio vaginal, foram
observados por Zawar et al. (2010), que utilizaram extrato etandlico de
sementes de linhaca nas doses de 500 mg/kg e de 1000 mg/kg. Estes autores
observaram maturacdo do epitélio vaginal utilizando ratas imaturas
sexualmente e ovariectomizadas, o0s resultados obtidos podem estar
relacionados com a forte presenca de flavonoides encontrados no perfil
fitoquimico realizado neste estudo. Porém, nao foi realizado a dosagem dos
horménios ovarianos.

Além da investigacdo de maturacao do epitélio vaginal, em nosso estudo
foi empregado o teste uterotrofico, no qual é determinado o peso do Utero como
medida do desenvolvimento uterino, sendo, portanto, um método muito
utilizado para mostrar a atividade estrogénica de uma substancia, seja ela
quimica ou proveniente de plantas (MARIOTTI et al., 2011). Em nossos
resultados, o peso uterino do grupo OVR foi reduzido em 83,4%, comparando
as ratas nao ovariectomizadas (FO), resultado esperado devido a atrofia
uterina causada pela retirada dos ovarios. Os animais do grupo BE
apresentaram o peso do Utero aumentado de forma significante em 80,5%
quando comparado ao OVR. Esta reversdo foi ocasionada pela reposicao
hormonal com benzoato de estradiol administrado diariamente aos animais
ovariectomizados, o qual promoveu o efeito tréfico esperado e caracteristico do
estrégeno no trato reprodutivo (WEISS, 2000). Nos grupos dos animais
ovariectomizados que receberam o extrato, ndao houve alteracdo do peso
uterino quando comparado ao OVR, mostrando que nas doses testadas, o
extrato de L. usitatissimum nao estimulou a proliferacdo e/ou a secrecao
uterina em ratas castradas, apesar do discreto aumento na altura do epitélio
luminal uterino observado na histomorfometria, que sera descrito adiante.

Assim como o resultado obtido em nosso trabalho, o estudo de Sacco et
al. (2009), observou que nao houve diferenca no peso uterino de ratas entre o
grupo com dieta suplementada por 10% de linhagca e o grupo controle com
dieta basal, ambos ovariectomizados. Ahmad et al. (2012), obtiveram um
discreto aumento do peso uterino de 11,3% em relagdo ao controle, mas que

n&o chegou a ser significativo, utilizando ratas imaturas ndo ovariectomizadas
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tratadas com extrato aquoso metanédlico de sementes de linhaca na dose de
500 mg/kg, por 14 dias. J& Zawar et al. (2010) mostraram que as doses de 500
mg/kg e 1000 mg/kg de extrato etandlico de L. usitatissimum aumentaram o
peso do Utero de ratas imaturas n&o ovariectomizadas em relagdo ao controle
em 48,4% e 51,6%, respectivamente, apds 28 dias de tratamento. O aumento
de peso uterino ocorrido nestes ultimos estudos pode ter sido ocasionado pelo
uso das sementes de L. usitatissimum em ratas que apresentavam ovarios,
sugerindo que o efeito estrogénico da linhaca esta associado aos niveis
normais de horménios ovarianos, diferente do modelo experimental
ovariectomizado empregado em nosso estudo.

Alguns estudos mostram que ratas ovariectomizadas apresentam atrofia
do utero e do sistema reprodutor devido a diminuicdo do estrogénio na
circulagdo, mas com a administragdo de substancias estrogénicas ha um
desencadeamento de efeitos tréficos no Utero, cornificacdo vaginal, aumento
do glicogénio e alteragdes proliferativas no endométrio (ALBERTAZZI,
SHARMA, 2005; WILLIAMSON, OKPAKO, EVANS, 1996), como ocorrido no
grupo que recebeu o benzoato de estradiol, o farmaco padrao do nosso estudo.

Na avaliagdo histomorfométrica, a ovariectomia reduziu todos os
parametros analisados no utero, endométrio e vagina. O extrato de L.
usitatissimum na dose de 500 mg/kg, mostrou um aumento significativo do
epitélio luminal do utero em 12,8% quando comparado ao grupo OVR,
indicando agéo proliferativa do extrato na camada epitelial que recobre a luz
uterina. Apesar deste discreto efeito, no grupo LINS00 n&o houve alteragdo da
espessura do endométrio e nem das glandulas uterinas, além de que este
aumento nao foi suficiente para alterar o peso do utero, conforme descrito
anteriormente. No grupo BE, os parametros do utero e vagina avaliados neste
trabalho foram aumentados. Estudos utilizando altas doses de isoflavonas, um
conhecido fitoestrogeno da soja, revelaram um aumento na area do endométrio
e no numero de glandulas endometriais em ratas ovariectomizadas, tratadas
por um periodo de 30 dias, indicando um efeito uterotréfico possivelmente
mediado por receptores [B-estrogénicos, que sdo o0s receptores que as
isoflavonas possuem maior afinidade, apesar de estarem menos frequentes no
endométrio, quando comparado aos receptores a (CARBONEL et al., 2011,

MORITO et al., 2001). Provavelmente, as sementes de linhaca podem estar
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atuando em um mecanismo semelhante as isoflavonas, ou seja, interagindo
com receptores B3, resultando assim, no discreto aumento observado no epitélio
luminal uterino.

A mama ¢é outro importante tecido cujo desenvolvimento esta
relacionado a agdo dos hormonios esteroides. Esta interacdo hormonal é muito
complexa, porém os tecidos mamarios atingem seu desenvolvimento maximo,
além do crescimento ductal na presenca destes horménios (NAIR et al., 2010;
CHANG et al.,, 1995). Em nosso estudo, a analise histomorfométrica das
mamas, revelou que a area e percentagem do parénquima foram reduzidas
com a ovariectomia e restabelecida com a administracdo do benzoato de
estradiol, no grupo BE, assim como os resultados obtidos por Torres et al.
(2011), que utilizaram ratas ovariectomizadas e mostraram uma maior area de
parénquima mamario de ratas tratadas com benzoato de estradiol em relacdo
ao grupo controle. O extrato da linhaga ndo alterou nenhum dos parametros
analisados na mama, apesar de haver estudos que mostram que a
enterolactona isolada, produto final da biotransformacdo do precursor de
lignana nas sementes de linhaga, atua como um agonista seletivo tanto dos
receptores a quanto dos receptores B estrogénicos em células mamarias in
vitro (PENTTINEN et al., 2007). Possivelmente, as doses do extrato de L.
usitatissimum utilizadas, nao foram suficientes para interagir com os receptores
estrogénicos e promover alteragbes no epitélio mamario ou entdo, houve
blogueio dos receptores, sendo assim uma agao antiestrogénica. Compostos
com agao antiestrogénica no tecido mamario e uterino sdo importantes, pois
diminuem os riscos de desenvolvimento de céancer, por ndo promover a
proliferacdo destes tecidos, indicando assim um efeito protetor (NELSON,
2008; RUSSEL et al., 2002).

Outra forma importante para se verificar a alteragcdo induzida pela
diminuicdo dos horménios sexuais € a avaliacdo do peso corporal. J& foram
descritos alguns estudos que relacionam o ganho ponderal a ovariectomia
(CHU et al., 1999; GEARY, ASARIAN, 1999; HEINE et al., 2000; JONES et al.,
2000; VASCONCELQS et al., 2004). Segundo estes estudos, o ganho ponderal
pds-ovariectomia pode estar relacionado com a redugdo do consumo
energético, devido a diminuicdo dos horménios ovarianos, ja que o estrogénio

aumenta o metabolismo energético e, portanto, diminui o peso corporal. Assim,
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com a reducdo dos estrégenos pela ovariectomia, 0 consumo de energia sera
menor € 0S animais terdo aumento de peso corporal (CHU et al., 1999;
GEARY, ASARIAN, 1999, SHIMOMURA et al., 2002; SZABO et al., 2003).
Outros autores consideram que a deficiéncia de estrogénio possa estar
relacionada a diminuicdo de receptores de leptina no hipotalamo, o que
causaria diminuicdo da saciedade e consequentemente ganho de peso
corporal (KIMURA et al., 2002). Foi observado em nossos resultados, que a
ovariectomia aumentou o peso corporal de forma significativa em relagdo aos
demais grupos, se mantendo assim durante todo o periodo de dois meses de
tratamento, enquanto que as trés doses do extrato inibiram o ganho ponderal
causado pela ovariectomia de forma constante até o final do periodo
experimental, ndo se diferindo entre si e nem dos grupos FO e BE.

A reducdo do peso corporal causado pelo extirato, ndo foi ocasionada
pela diminuicado do consumo alimentar, pois a quantidade de racdo consumida
pelas ratas ndo variou em nenhum dos grupos, durante todo o periodo de
tratamento. Porém em relacdo ao peso da gordura intra-abdominal, o grupo
LIN500 apresentou reducao de 35,5% da gordura quando comparado ao OVR,
no qual a gordura intra-abdominal apresentou-se aumentada. Alguns estudos ja
relacionaram o consumo de sementes de linhaga com a diminuicdo da massa
de gordura corporal e a circunferéncia abdominal em mulheres (MORISSET et
al., 2009). Fukumitsu et al. (2008), obtiveram uma redugéo de gordura total de
camundongos com dieta rica em gordura acrescida do precursor de lignana da
linhaga (SDG), quando comparados com O grupo que consumiu somente a
dieta gordurosa. Possivelmente, a resposta para estas agbes da linhaga no
tecido adiposo, ocorra pela sua interagcdo com os receptores de estrogénio tipo
a, presentes nesse tecido, e que sdo responsaveis pela modulacdo da
lipogénese. A ligagdo do estradiol a estes receptores leva a maior utilizagéo
dos lipideos como fonte de energia, devido a maior oxidagéo dos acidos graxos
(HEINE et al., 2000; PALIN et al., 2003). Isto pdde ser mostrado no grupo BE,
no qual se evidenciou menor massa da gordura intra-abdominal através da
reposicdo hormonal com estradiol.

Além da determinacdo da gordura intra-abdominal, investigou-se a
concentragdo de lipideos séricos, cujo metabolismo € regulado pelos
estrogénios (GENAZZANI, GAMBACCIANI, 2000; SCHNEIDER, 2002). Em
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nossos estudos, ndo houve alteracdo do perfil lipidico entre os diferentes
grupos durante os dois meses de tratamento. Efeitos da linhaca no
metabolismo lipidico foram investigados por Lucas et al. (2011) em hamsters
ovariectomizados, alimentados com dieta suplementada com 15% de linhaga,
por 90 dias. Este estudo mostrou um efeito preventivo no aumento do
colesterol total promovido pela ovariectomia, mas nao alterou os triglicerideos.
Pellizzon et al. (2007), utlizando camundongos geneticamente
hipercolesterolémicos, mostraram que a linhaca reduziu o colesterol tanto a
nivel plasmatico quanto a nivel hepatico.

Em nossos estudos também foram realizados testes bioquimicos para
avaliar a funcao hepéatica (TGO e TGP) e renal (ureia, acido Urico e creatinina).
Estes testes sdo importantes para avaliar, de forma preliminar, a toxicidade de
produtos naturais utilizados como medicinais. Da mesma forma, outros sinais
de toxicidade podem se expressar pela alteragdo da massa relativa dos érgaos
e de algumas dosagens bioquimicas sanguineas (GONZALEZ; SILVA, 2003).
Embora os estudos para testar a atividade de plantas medicinais, utilizando
animais, possam fornecer informacdes importantes que nao seriam possiveis
através de outras formas de estudo, ainda é controverso a sua previsibilidade
para o valor de dose equivalente para humanos, pois isto pode levar a uma
subestimacao da toxicidade e/ou superestimacao da quantidade necessaéria
para a terapéutica em seres humanos, sendo mais indicados célculos que
levam em consideragédo a area da superficie corporal, como uma tentativa de
minimizar esses possiveis erros (WOJCIKOWSKI; GOBE, 2014).

Neste estudo, ndo houve alteracdo dos parametros bioquimicos acima
citados, sugerindo-se que o extrato de L. usitatissimum ndo induz a toxicidade
hepatica, renal ou nos demais 6rgéaos, quando utilizado nas doses de 100 a
500 mg/kg nestes animais. Também n&o houve alteragdo no peso dos 6rgaos
dos animais dos grupos OVR e BE. Resultados semelhantes foram obtidos por
Sacco et al. (2011), que ndo observaram diferencas entre o peso dos 6érgaos
de animais ovariectomizados, que receberam dieta suplementada com 10% de
linhaca, e os animais controle. Zawar et al. (2011), em estudos de toxicidade
oral aguda, ndo observaram nenhuma alteracdo no comportamento e perfis
autondémicos, assim como ndo houve mortalidade em nenhum dos grupos

tratados com extrato etandlico de linhaga em doses de até 5000 mg/kg.
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Considerando que a musculatura lisa uterina sofre influéncia direta dos
esteroides ovarianos e que os estrogénios atuam na sintese de proteinas
contrateis, na producdo de prostaglandinas e regulacdo dos receptores de
ocitocina (WEISS, 2000), neste trabalho, buscou-se avaliar a resposta do Utero
das ratas ovariectomizadas submetidas ou ndo aos tratamentos com o extrato
da linhaca ou o benzoato de estradiol, frente aos agentes farmacologicos
carbacol, ocitocina e prostaglandina F2a.

A ovariectomia diminuiu a forca de contracdo induzida pelo carbacol,
ocitocina e PGF2a, quando comparadas as obtidas no grupo FO. A diminuicao
da sensibilidade do utero aos farmacos foi provavelmente devido a diminuicao
da concentracdo dos estrogénios endbgenos, decorrentes da retirada dos
ovarios (VEDERNIKOQOV et al., 2002), fato que pdde ser comprovado com a
reposicao hormonal de estradiol no grupo BE, que apresentou a resposta
contratil aumentada, semelhante a observada nos animais do grupo FO.
Segundo alguns autores, este Ultimo resultado é uma resposta a atuacao dos
estrogénios que, como mencionado anteriormente, é responsavel pela sintese
tanto de proteinas contrateis quanto de enzimas regulatérias necessarias para
a contratilidade uterina (WEISS, 2000).

Em nossos estudos, a contracdo induzida pela PGF2a, nos animais
ovariectomizados néao foi alterada pelo extrato, nas diferentes doses. E, apesar
de ter ocorrido aumento da reatividade uterina no grupo BE, este foi parcial,
atingindo 49% em relacdo ao grupo FO. No estudo de Engstrom (2001), que
utilizou uma dose de 50 ug de benzoato de estradiol, por trés dias consecutivos
em ratas ovariectomizadas, observou uma resposta de contragdo uterina
induzida por PGF2a semelhante ao grupo ovariectomizado, assim como nao
detectou alteracdo na expressdo de RNA mensageiro para receptor de
prostaglandina. Em nosso estudo, os grupos tratados com o extrato de L.
usitatissimum, nas doses de 250 e 500 mg/mL apresentaram reatividade
uterina semelhante a do grupo BE, mostrando uma tendéncia a recuperagéo da
sensibilidade do utero a PGF2a. Picherit et al. (2000), em trés meses de
tratamento com daidzeina ou genisteina, as isoflavonas mais abundantes da
soja, observaram que somente a daidzeina apresentou um aumento na
reatividade uterina frente s maiores doses de prostaglandina (10° M) e

ocitocina (107" M) utilizadas.
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Gordan et al. (1997), administrando previamente 17§ - estradiol em ratas
ovariectomizadas, mostraram que a resposta de contracao a ocitocina foi maior
nas doses de 5 pg e 10 yg, quando comparado a maior dose (50 ug), que
induziu a uma contracdo semelhante ao grupo ovariectomizado, sem pré-
tratamento com estradiol. Sabe-se que o estrogénio aumenta a concentracao
dos receptores de ocitocina (JACKSON; DUDLEY, 1998). Nos nossos
resultados, o benzoato de estradiol aumentou a for¢ca de contracédo da ocitocina
no grupo BE em relagdo ao OVR, restaurando a reatividade uterina a
semelhanca do grupo FO. Porém, nas doses testadas, o extrato ndo alterou a
reatividade uterina quando comparada com o grupo OVR.

O mesmo padrao de resposta contratil foi observado quando se utilizou o
carbacol, a reatividade uterina mostrou uma reducdo com a ovariectomia, no
grupo OVR, e aumento no grupo BE, a semelhanca do FO. O extrato da
linhaca, nas trés doses, nao alterou a contratilidade do (tero quando
comparado ao OVR. O carbacol atua nos receptores colinérgicos da
musculatura lisa uterina e, com a atrofia causada pela retirada dos ovarios, ha
uma diminuicdo da forca de contracdo, jA que as alteragdes dos niveis de
esteroides ovarianos podem modificar a contratilidade do musculo liso e a
densidade da populacao de receptores muscarinicos no utero (FERNANDEZ et
al., 1995; MATUCCI et al., 1996). Por outro lado, os grupos tratados com o
extrato de linhaga, n&o se diferiram do grupo OVR, indicando que ndao houve
atividade estrogénica do extrato na reatividade uterina ao carbacol. Abdalla et
al. (2004), utilizando ratas com ovarios integros, tratadas com dose unica de
benzoato de estradiol, mostraram um aumento da resposta do utero ao
carbacol duas vezes maior que 0s animais ndo tratados, indicando que o
estrogénio induz 0 aumento da responsividade a este agonista muscarinico.
Entretanto, nos estudos de Choppin et al. (1999), nado foi observado qualquer
influéncia da ovariectomia na atividade dos receptores muscarinicos uterinos,
assim como nao observou diferencas na proporcdo destes receptores entre
animais falso operados e ovariectomizados.

Os resultados da reatividade uterina a PGF2a, ocitocina e carbacol, nos
grupos ovariectomizados que foram tratados com diferentes doses do extrato
de Linum usitatissimum, estdo de acordo com os dados obtidos no peso e
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histomorfometria uterinos que também nao revelaram aumento de sensibilidade
com o uso da linhaga.

Considerando os resultados de nosso estudo, podemos sugerir que o
extrato hidroalcodlico de Linum usitatissimum (linhaga) comeca a apresentar
efeitos proliferativos em tecidos do aparelho reprodutor a partir da dose de 500
mg/kg, apesar de nado alterar a reatividade farmacolédgica do utero. O extrato
também interfere no metabolismo do tecido adiposo, reduzindo a massa da
gordura intra-abdominal e peso corporal. Além disso, o0 extrato de L.
usitatissimum nao apresenta toxicidade renal e hepética nas doses testadas.
Sugerindo, portanto, que Linum usitatissimum apresenta potencial como

alternativa a terapéutica convencional na pés-menopausa.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As sementes de Linum usitatissimum (linhagca) sdo muito conhecidas
pelas suas propriedades nutricionais, porém suas fungdes como fitoestrégeno
nao sao bem definidas e bastante contraditérias. No presente estudo realizado
com o extrato hidroalcodlico das sementes de L. usitatissimum em ratas que
foram submetidas a ovariectomia, foi observado que o extrato:

- Aumentou a frequéncia da fase pré-estro do ciclo estral;

- Nas trés doses utilizadas, o extrato reduziu o ganho ponderal causado pela
ovariectomia, de forma constante, até o final do tratamento;

- Reduziu a gordura intra-abdominal;

- Mostrou um discreto aumento do epitélio luminal uterino;

- Nao induziu proliferacao no tecido mamario e endometrial;

- Nao alterou a reatividade uterina;

- Nao revelou toxicidade hepatica e nem renal em uso continuo por dois meses.

Diante destes resultados, a administracdo oral do extrato de L.
usitatissimum, por um periodo de dois meses, apresenta potencial como
alternativa na terapia de reposicdo hormonal uma vez que mostrou alguns
efeitos benéficos sobre a citologia vaginal e tecido adiposo, sem haver
estimulagdo mamaria e endometrial. Entretanto sdo necessarios mais estudos
para elucidar o mecanismo de agdo dos componentes ativos do extrato para
que possa ser considerado como alternativa ao esquema terapéutico na pos-

menopausa.
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