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RESUMO

A endometriose € caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora da
cavidade uterina. E estrogénio-dependente e inflamatéria. Os principais sintomas da
doenca incluem dor pélvica, dismenorréia, dispareunia, dor defecatoria, disuria e
infertilidade. Os tratamentos farmacéuticos mais eficazes apresentam efeitos
colaterais relevantes. Nesse contexto, a busca por novos tratamentos clinicos mais
eficientes torna-se essencial. Estudos tém mostrado a relacdo da ingestdo da
semente de linhagca com a funcdo quimiopreventiva por desempenharem juntos
mecanismos de acdo antioxidantes, anticarcinogénicos, e antiestrogénico. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da dieta rica em linhaca em
lesbes endometridticas. Para os experimentos, foram utilizadas 10 ratas Wistar com
8 semanas de vida. Identificado o Utero, foram realizadas a ligadura e a seccéo de
um dos cornos uterinos visando a producdo da lesdo endometriGtica.Transcorrido o
periodo de 15 dias, os animais foram novamente submetidos a procedimento
cirdrgico para a comprovacdo do estabelecimento das lesdes. Posteriormente, os
animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle - tratamento diério, via oral,
durante 30 dias com solugcédo salina e Grupo tratado- tratamento diario, via oral,
durante 30 dias com extrato de linhaca. Os resultados mostraram aumento nas
lesbes do grupo controle. Por outro lado, as lesdes do grupo tratado com extrato de
linhaca apresentaram tamanho significativamente reduzido. O estudo indica uma
elevada capacidade antioxidante da linhaca de agir sobre a formacéo de citocinas
pré-inflamatérias e sua acdo antiestrogénica capaz de inibir a angiogénese e

a proliferacao celular.

Palavras-chave: Endometriose; Linhaca; Fitoestrégeno.



ABSTRACT

Endometriosis is characterized by the presence of endometrial tissue outside the
uterine cavity. It is estrogen-dependent and inflammatory. The main symptoms of the
disease include pelvic pain, dysmenorrhea, dyspareunia, defecatory pain, dysuria
and infertility. The most effective pharmaceutical treatments have relevant side
effects. In this context, the search for new, more efficient clinical treatments becomes
essential. Studies have shown the relationship between flaxseed ingestion and
chemopreventive function by having antioxidant, anticarcinogenic, and antiestrogenic
mechanisms of action together. Thus, the objective of this work was to analyze the
effect of the flaxseed diet on endometriotic lesions. For the experiments, 10 Wistar
rats with 8 weeks of age were used. Once the uterus was identified, ligation and
section of one of the uterine horns were performed in order to produce the
endometriotic lesion. After the period of 15 days, the animals were again submitted to
a surgical procedure to prove the establishment of the lesions. Subsequently, the
animals were divided into two groups: Control group - daily treatment, orally, for 30
days with saline solution and Group treated - daily treatment, orally, for 30 days with
linseed extract. The results showed an increase in injuries in the control group. On
the other hand, the lesions in the group treated with linseed extract had a significantly
reduced size. The study indicates a high antioxidant capacity of flaxseed to act on
the formation of pro-inflammatory cytokines and its antiestrogenic action capable of
inhibiting angiogenesis and cell proliferation.

Keywords: Endometriosis; Flaxseed; Phytoestrogen.
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1. INTRODUCAO

A endometriose é caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora da
cavidade uterina. E estrogénio-dependente e inflamatoria ocorrendo em mulheres
em idade reprodutiva (SILVEIRA, 2008). E uma das doencas benignas ginecoldgicas
mais comuns, tendo, em meédia, prevaléncia de 10% (PARAZZINI et al., 2008;
KUTEKEN et al., 2012).Uma vez fixados fora da cavidade uterina, os tecidos
endometriais - compostos por glandulas e estroma endometrial - contém receptores
de estrogénio e progesterona. Desse modo, crescem e diferenciam-se em resposta

as mudancgas dos niveis hormonais durante o ciclo menstrual (LIU, 2017).

Embora as mulheres com endometriose possam ser assintomaticas, 0s
principais sintomas da doenca incluem dor pélvica, dismenorréia, dispareunia, dor
defecatdria, disuria e infertilidade. Apesar da causa definitiva da doenca ainda seja
desconhecida, varias teorias tém sido propostas (HOFFMEN et al., 2014). A hipétese
mais amplamente aceita para a fisiopatologia da endometriose € de que as células
endometriais sdo transportadas da cavidade uterina durante a menstruacdo e
subsequentemente se implantam em locais ectépicos. O fluxo retrogrado do tecido
menstrual pelas tubas uterinas € comum e pode transportar células endometriais
viaveis para locais distantes (LIU, 2017). Sabe-se que 75% a 90% das pacientes
apresentam essa condicdo, porém apenas uma parte delas desenvolve
endometriose. Assim sendo, fatores imunoldgicos, genéticos, e ambientais podem

estar juntamente associados a fisiopatologia da doenca (FREITAS et al., 2011).

O arsenal medicamentoso existente nao dispde, atualmente, de nenhum
farmaco capaz de erradicar por completo os focos ectopicos de tecido endometrial
que caracterizam a doenca (ABRAO, 2000; AMARAL, 2006). Sendo assim, o
tratamento padréo da endometriose visa impedir sua progressao, tratar os sintomas,
eliminar seus focos e prevenir sua recorréncia. Os tratamentos farmacéuticos mais
eficazes apresentam efeitos colaterais relevantes, como ganho de peso, diminui¢ao
da libido e instabilidade emocional, trazendo prejuizos a vida pessoal e social da
portadora. Com isso, 0 tratamento cirdrgico ganha relevancia, mas é um modelo
caro e invasivo. Os casos que apresentam maiores taxas de sucesso com menor
incidéncia de recorréncia e diminuicdo da dismenorréia e da dispareunia estao

associados ao maior dano ao parénquima ovariano, podendo alterar a reserva
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ovariana de uma paciente que ja possui menores taxas de fecundidade (CHAPRON
et al., 2002; NACUL; SPRITZER, 2010).

Nesse contexto, a busca por novos tratamentos clinicos mais eficientes torna-
se essencial. Paralelamente, ha um grande interesse em se identificar os alimentos
gue apresentam alguma associagcdo com a endometriose e quais modificacdes no
padréo dietético podem ser benéficas para contribuir com os objetivos terapéuticos.
(PODGAEC, 2015). Uma revisdo recente concluiu que alimentos e nutrientes
influenciam a patogénese e a progressdo da endometriose (HALPERN; SCHOR;
KOPELMAN, 2015). Assim, a intervencdo nutricional pode ser entendida como
complementar ao tratamento da doenca, visto que a mulher pode integrar novos
habitos e comportamentos a sua rotina. A alimentacdo atual baseada em produtos
ultraprocessados — ricos em acucares e gorduras saturadas e trans — pode vir a ser
um fator externo favoravel a cascata inflamatéria (PODGAEC, 2015). Desse modo,
incluir alimentos ricos em antioxidantes e fitoquimicos pode auxiliar na reducédo do
estado inflamatério da endometriose, visto que o desenvolvimento do estresse
oxidativo no ambiente peritoneal pode ser um dos eventos envolvidos na

patogénese da endometriose.

A semente de linhaca é promissora, pelas suas caracteristicas por ser um
alimento de origem vegetal rico em &cidos graxos essenciais, vitamina E, selénio,
fiboras alimentares e fitoestrogenos denominados de lignanas (DIXON, 2004).
Estudos tém mostrado a relacdo da ingestdo desses compostos com a funcéo
quimiopreventiva (GREENWALD, 2002; GOYAL et al., 2014) por desempenharem
juntos mecanismos de acao antioxidantes, anticarcinogénicos, antihormonais,
antiangiogénicos, antiestrogénico dentre outros (PADILHA; PINHEIRO, 2004;).0s
fitoestrogenos competem com estrégenos enddégenos pelos mesmos receptores,
diminuindo assim o estimulo e a resposta do organismo a esses hormdnios
(GANRY, 2002; ESTEVES, 2004; MARTINS et al., 2011). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi analisar o efeito da dieta rica em linhaca em lesbes

endometridticas experimentais em ratas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 - Modelo experimental

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), do Centro Universitario UniFOA com o numero de protocolo n°
009/19. Os animais foram obtidos e alojados no biotério do UNIFOA — Campus
OlezioGallotti, em Trés Pocos, Volta Redonda/RJ. Todos os procedimentos de

assepsia foram realizados antes e apds as cirurgias.

Para os experimentos, foram utilizadas 10 ratas Wistar com 8 semanas de
vida e peso corporal aproximado de 300 gramas. ApO0s completa anestesia com
injecdo intraperitoneal de 0,2mL de Thiopentax para cada 100g de peso corporal, 0s
animais foram atados a mesa cirdrgica e submetidos a tricotomia da regido
abdominal e antissepsia. Em seguida, o procedimento cirdrgico teve inicio com
incisdo de aproximadamente 3 cm na linha alba. Identificado o utero, foram
realizadas a ligadura e a sec¢cado de um dos cornos uterinos visando a producéao da
lesdo endometriética. Um segmento entre 2 e 3mm?do terco médio do corno uterino
foi seccionado e imerso em solucdo salina que, em seguida, foram suturados na
cavidade peritoneal, proximos a um vaso sanguineo e utilizando-se fio de Nylon 6-0.
Finalmente, a parede abdominal foi suturada também com fio de Nylon 6-0 e
submetida a antissepsia. Os animais permaneceram anestesiados durante 60
minutos e, posteriormente, colocados em gaiolas apropriadas com cinco animais,
sob controle de temperatura, umidade e luminosidade e alimentadas com racao
comercial e agua ad libitum. Transcorrido o periodo de 15 dias, os animais foram
novamente submetidos a procedimento cirargico, desta vez para a comprovacao do
estabelecimento das lesbes e anotacdo de suas dimensdes (Figura 2)
(VERNON,1985; MACHADO, 2016).

Posteriormente, os animais foram divididos em dois grupos de estudos e
recolocados em gaiolas. Grupo A: tratamento diario, via oral, durante 30 dias com
0,2 mg/kg de solucao salina (n=5); e Grupo B: tratamento diario, via oral, durante 30
dias com 0,2 mg/kg de extrato de Linhagca (n=5) (GHOLAMALI et al., 2018). O
extrato de linhaca utilizado foi o da marca Natural Life ® e diluido em 0,2ml de agua.

Transformado em pallets/sticks eram introduzidos na boca do animal com o auxilio
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da ponta de uma pipeta descartavel. Além disso, no periodo de estudo, os dois

grupos continuaram sendo alimentados com racao comercial e agua ad libitum.

Apés um periodo de 30 dias de tratamento, os animais foram submetidos a
eutanasia mediante overdose de 30mg/kg de Propofol intravenoso, conforme as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA. Realizou-se incisdo abdominal para
acesso aos implantes que, uma vez localizados e constatadas as aderéncias a
parede peritoneal, foram fotografados e aferidos em suas respectivas dimensdes
(largura x comprimento). Todas as analises foram realizadas em ambos o0s grupos

(controle x tratado).

2.2 — Anélises Estatisticas

As analises estatisticas foram representadas em quadros contendo
informacdes da média e do desvio padrao aferidos nos implantes. Um p valor <0,05
foi considerado significativo apds aplicacéo de teste estatistico T-student. Utilizamos

o programa Excel para o calculo das analises.



16

3. RESULTADOS

3.1- Caracterizacdo morfoldgica das lesbes de endometriose

O modelo experimental visando o0 estabelecimento das lesdes
endometridticas foi empregado com sucesso (Figura 1), conforme a observacéao dos
implantes peritoneais, tendo em vista o0 crescimento nas analises macroscopicas.
Além disso, os implantes mostraram-se ainda aderidos a parede peritoneal,
apresentando cistos vascularizados e lembrando as lesdes de endometriose em
humanos (Figura 2). Uma vez estabelecidos os implantes, iniciou-se o tratamento

dos grupos controle e tratado por um periodo de 30 dias.

Figural- Estabelecimento do modelo de endometriose. Regido peritoneal aberta e
Utero localizado (A); corno uterino retirado (B); por¢cao de endométrio medindo
0,2cm? implantado na parede peritoneal (C) e (D).

Fonte: Autores, 2020.
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Figura 2- Crescimento das lesdes no periodo de 15 dias. Implante inicial medindo
0,2cm? (A); implante apds 15 dias medindo 0,5cm? apresentando aderéncia
peritoneal (B).

Fonte: Autores, 2020.

Considerando-se o tamanho inicial de 0,2cm?, ap6s 15 dias verificou-se um
aumento dos implantes de aproximadamente 3 vezes. Os dados apresentados no

Quadro 1 reforcam a eficacia do modelo proposto.

As analises morfométricas das lesdes foram realizadas em dois momentos:
no dia inicial do implante e 15 dias apés a realizacdo dos implantes. Além do célculo
da area das lesbes, o desvio padrao foi também empregado visando medir a
dispersdo dos dados em relacdo a média amostral. Enquanto os implantes iniciais
mediam 0,2 = 0, transcorrido o periodo de 15 dias, 0s mesmos apresentaram

diferenca significativa com o valor de p= 0,0004.

Quadro 1 -Visdo Macroscoépica das lesdes (parametros de crescimento)

Modelo animal Endometriose Area das lestes
) 5 P valor
peritoneal (cm?)
Implantes Iniciais 0,20
P=0,0004
Lesdes pos 15 dias 1,01+£0,48

Fonte: Autores, 2020.



https://pt.m.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dia_e_covari%C3%A2ncia_amostrais
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3.2—- Avaliacéo das lesdes endometridticas pos tratamento

Com as lesdes confirmadas e transcorrido o periodo de 30 dias de tratamento
do grupo controle (Figura 3) e do grupo tratado (Figura 4), os animais foram
submetidos a eutanasia para posterior analise macroscopica das lesdes
endometridticas. Macroscopicamente, as lesdes do grupo controle demonstraram
aumento com aparente aderéncia e vascularizacdo do tecido endometridtico,
conforme descrito na Figura 3. Por outro lado, as lesbes do grupo tratado com
extrato de linhaca apresentaram tamanho significativamente reduzido e com

aparente reducédo do processo inflamatorio local e das aderéncias. (Figura 4).

Figura 3- Aumento das lesdes endometriéticas no grupo controle tratado com
solucéo salina. (A) implante medindo 0,6x0,7 cm? e (B) implante medindo 0,9x0,9
cm2,

lllm\uu

Fonte: Autores, 2020.
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Figura 4- Lesdes endometridticas no grupo tratado com linhaca. (A) implante
medindo 0,3 x 0,2 cm? e (B) implante medindo 0,2 x 0,1 cm2.

| TRATADO
G1R2

Fonte: Autores, 2020.

Com base nos tratamentos verificou-se que o0 grupo tratado com extrato de
linhaca mostrou uma regressdo de tamanho com valores bem préximos aos do
modelo inicial de 0,2 cm?, indicando uma reducdo de aproximadamente 50% no

volume das lesdes endometribticas (Figura 5 e Quadro 2).
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Figura 5- Diferenca significativa entre os grupos tratado e controle. Grupo tratado
apresentando 0,3 cm2 e grupo controle 1,8 cmz.

M)NTROEE

lrlll\uu

Fonte: Autores, 2020.

Quadro 2- Andlise das dimensdes das lesdes apds 15 e 30 dias de tratamento com
extrato de linhaca.

Implantes . L. Grupo Tratado 30 dias

e 15 dias pds implantes .

iniciais linhaga
RATA1 | 0,2CM? 2,3 CM?(1,3X1,0 CM?) 1,0 CM? (0,6X0,4 CM?)
RATA2 | 0,2CM? 0,8 CM? (0,4X04 CM?) 0,5 CM? (0,3X0,2 CM?)
RATA3 | 0,2 CMm? 0,8 CM? (0,3X05 CM?) 0,6 CM? (0,2X0,4 CM?)
RATA4 | 0,2CM? 0,7 CM? (0,3X0,4 CM?) 0,3 CM?(0,2X0,1 CM?)
RATAS5 | 0,2CM? 1,1 CM? (0,5X0,6 CM?) 0,3 CM?(0,1X0,2 CM?)

Fonte: Autores, 2020.



21

Por outro lado, observou-se aparente aumento do crescimento das lesdes no

grupo controle em cerca de 2 vezes o seu tamanho considerando-se as dimensdes

aproximadas dos implantes de 0,8 cm2 apds o periodo de 15 dias (Quadro 3).

Quadro 3-Andlise das dimensdes das les6es do Grupo controle apos 15 e 30 dias de

tratamento com solugao salina.

In:I:Icai:itses 15 dias pds implantes Grupo Controle
RATA1 | 0,2 CM? 0,7 CM? (0,3X0,4 CM?) 1,3 CM?(0,6X0,7 CM?)
RATA2 | 0,2 CM? 0,8 CM? (0,4X0,4 CM?) 1,5 CM? (0,7X0,8 CM?)
RATA3 | 0,2 CMW? 1,2 CM? (0,6X0,6 CM?) 1,3 CM? (0,6X0,7 CM?)
RATA4 | 0,2CMm? 0,9 CM? (0,5X0,4 CM?) 1,8 CM? (0,9X0,9 CM?)
RATAS5 | 0,2CMm? 0,8 CM? (0,4X0,4 CM?) 1,5 CM? (0,7X0,8CM?)

Fonte: Autores, 2020.

Nas andlises morfométricas, no grupo tratado as lesées apresentaram 0,54+

0,28 e as lesdes do grupo controle indicaram 1,48 + 0,20, indicando que houve

diferenca significativa com p=0,01, mostrando que o extrato de linhaca foi

estatisticamente superior ao grupo controle (quadro 4).

Quadro 4- Visdo macroscoépica das lesdes tratadas - (Parametros decrescimento)

Modelo animal Endometriose | Area das lesdes
, 5 P valor
peritoneal (cm?)
Implantes Iniciais 0,20
Endometriose Tratada (n=5) 0,54 £+ 0,28 P=0,01
Endometriose controle (n=5) 1,48 £ 0,20

Fonte: Autores, 2020.
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4. DISCUSSAO

Contido no 6leo da linhaga, o acido alfa linolénico representa 60% do teor
total de seus acidos graxos (SALES, 2010) e atua sobre a formacédo de citocinas
pré-inflamatérias, bloqueando sua acdo e minimizando os sintomas de doencas
associadas a inflamacdo (CUPERSMID, 2012). Os compostos fendlicos, por sua
vez, apresentam diversos efeitos biologicos, incluindo atividade antioxidante,
anticancer e antimicrobiana (OOMAH, 2001). Os flavondides, considerados 6timos
antioxidantes e redutores de radicais livres (CUPERSMID, 2012), fazem da linhaca
uma boa fonte desses compostos, considerando-se que cada grama de linhaca
contém de 35-70mg de flavondides. Ja os tocoferdis, conhecidos pela sua forte
atividade antioxidante — especialmente o a-tocoferol — contribui para ampliar os
beneficios da atividade antioxidante da semente de linhaca (OOMAH, DER E
GODFREY, 2006).

Sabe-se que a endometriose € cada vez mais classificada como uma doenca
inflamatoéria e recentes estudos indicam que o microambiente peritoneal é
caracterizado pelo aumento dos macréfagos ativados e estdo associados com altos
niveis de citocinas inflamatérias, quimiocinas, fatores de crescimento e
prostaglandina (ROGERS et al., 2013). Os dados apresentados previamente
indicaram resultados positivos com a utilizagdo da linhaca na endometriose,
sugerindo, portanto, que os efeitos desta semente como fator antioxidante e anti-
inflamatorio contribuiram para a regressdo de implantes endometriais durante

experimentos em animais.

Produto de transformacdo da lignina, as lignanas sdo compostos fendlicos
gue sao metabolizados pelo intestino humano formando o enterodiol e a
enterolactona que, devido as suas estruturas, atuam de forma similar a dos
estrogénios e competem pelo mesmo receptor celular, sendo, por isso, denominados
também de fitoestrogenos (MARTIN et. Al, 1978; COSTA et.al, 2016). Por conter de
75 a 800 vezes mais lignanas do que outros alimentos vegetais, a semente de
linhaca tem sido investigada pelo seu possivel poder protetor contra o cancer
(THOMPSON et.al, 1996a,b; BENNETT, 1998). Hipoteses levantadas sugerem que
alimentos ricos em fitoestrégenos podem contribuir para a diminuicdo do cancer de

mama em mulheres asiaticas, ja que estas apresentam elevada concentracdo de
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fitoestrégenos no sangue e na urina devido a ingestdo de alimentos que contém
isoflavona e lignanas. A relacdo da ingestdo dessas substancias com o baixo risco
de cancer de mama foi observada (ALDERCREUTZ, 1995; ALDERCREUTZ, 2003).
A partir destas observacdes, esses resultados nos incentivam na busca por
tratamentos alternativos para a endometriose, uma vez que 0 cancer de mama
apresenta caracteristicas semelhantes a da endometriose, considerando-se a sua
fisiopatologia: vascularizacdo, resposta inflamatéria, estrégeno-dependéncia e

habitos alimentares.

Um estudo de caso-controle realizado durante 5 anos no qual investigaram a
relacdo da dieta rica em lignanas com o risco de cancer de mama, assim como a
relacdo com o risco de polimorfismo do gene CYP17, cuja funcdo é converter a
pregnenoloma e a progesterona em androstenediona, gerando substrato para a
producdo de estradiol. O gene CYP17 é fator importante no metabolismo dos
esterdides podendo ser inibido pelo fitoestrégeno. Estudos demonstram também a
associacdo entre a quantidade de lignanas expelida pela urina e o risco de cancer
de mama, onde o aumento da ingestéo de fitoestrogeno pode estar relacionado com
a reducdo da doenca. A competicdo pelo receptor de estrogénio € o provavel
mecanismo com indica¢cdes sugerindo que o aumento do consumo de lignanas
provoca alteracbes da Globulina Ligadora do Hormdnio Sexual (SHBG) nos niveis

séricos de estradiol, entre outros hormonios esteroides (MC CANN et al., 2002).

Nessa mesma linha, em 2009 um estudo realizado em fémeas de
camundongos nude comparou o efeito da linhagca marrom e dourada na evolucdo do
cancer de mama. Células cancerosas mamarias humanas do tipo MCF7 (estrégeno-
dependente) foram inseridas no tecido subcutdneo dos animais. Para estimular o
crescimento dos tumores, os camundongos receberam estradiol proveniente de
adesivos transdérmicos. Quando os tumores puderam ser visualizados, 0os animais
foram divididos em 3 gupos: controle ou dieta basal, racdo com 10% de linhaca
dourada e racdo com 10% de linhaga marrom. Os animais foram suplementados
com a farinha da linhaga e os tumores implantados acompanhados por 8 semanas.
Ambas as variedades de linhaca se mostraram eficazes sem a ocorréncia de
apoptose das células cancerigenas, porém com diminuicdo da taxa de crescimento
dos tumores MCF7 (LICHTENTHALER, 2009). De acordo com Thompson et.al (1996

a,b), as lignanas inibem moderadamente a aromatase — enzima envolvida na
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producdo do estroma proveniente de andrégenos — e, dessa forma, reduz o tumor

inibindo a proliferag&o celular endotelial vascular e a angiogénese.

5. CONCLUSAO

Com base neste estudo cuja analise investiga os efeitos positivos da semente
de linhaca, sugere-se que a linhaca foi responsavel por diminuicdo das lesdes
endometriticas, mostrando promissora no tratamento como a elevada capacidade
antioxidante em agir sobre aformacao de citocinas pro-inflamatdrias e sua acao

antiestrogénica capaz de inibir a angiogénese e a proliferacdo celular.

Percebe-se que é um alimento funcional rico em componentes que
apresentam atividades significativas sobre o organismo. Contudo, ainda ndo esta
bem definido por quais mecanismos a semente de linhaca pode inibir o crescimento
das lesbes endometridticas. Dessa forma, faz-se necesséario estudos mais

MiNuUCiosos.
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