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RESUMO

INTRODUCAO: A deficiéncia estrogénica contribui para a disfungdo endotelial por meio da
reducdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico e do aumento do estresse oxidativo,
favorecendo o desenvolvimento de doengas cardiovasculares como hipertensdo arterial e
aterosclerose. Embora estudos clinicos e experimentais demonstrem efeitos cardioprotetores
dos estrogénios, o tratamento exdgeno com estradiol pode aumentar o risco de desenvolver
doencas cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres, o que limita sua utilizagao
na terapia de reposicdo hormonal. Assim, a busca por produtos naturais com potenciais
respostas antioxidantes, anti-inflamatorias e vasodilatadoras, tem sido de grande interesse,
com intuito de trazer beneficios para o organismo com deficiéncia estrogénica e
consequentemente cardioprotecao. OBJETIVO: Identificar os compostos fenolicos presentes
nos extratos de linhaga ou de amoreira, bem como investigar a ag¢do vascular da
suplementagio com esses extratos em ratas Wistar com deficiéncia estrogénica. METODOS:
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para determinar os compostos
fendlicos presentes nos extratos de linhaca e amoreira. Ratas Wistar adultas foram divididas
em cinco grupos experimentais, sendo um grupo com animais em proestro que tiveram
cirurgia simulada e foram tratados com salina (SHAM) e 04 grupos ovariectomizados tratado
com salina (OVX); estradiol (E2; 5 pg/kg/dia); extrato de linhaga (Flaxseed; 400 mg/kg/dia);
ou extrato de amoreira (Mulberry; 400 mg/kg/dia). Foram realizadas curvas de
concentragdo-resposta para avaliar a resposta contratil desencadeada por fenilefrina e a
resposta vasodilatadora desencadeada por acetilcolina. Assim como, foi avaliado o efeito da
pré-incubacao com indometacina, L-NAME e Tiron sobre a resposta contratil a fenilefrina na
artéria aorta toracica dos animais. A concentragdo de hidroperdxidos e a atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram determinadas na
artéria aorta toracica. Os dados foram analisados utilizando a ANOVA one-way ou two-way
seguido pelo teste de Bonferroni, e foram considerados estatisticamente significativos se
p<0,05. RESULTADOS: Por meio do HPLC foi observado a presenga de trigonelina, acido
géalico e 4cido p-cumadrico no extrato de linhaca, enquanto no extrato de amoreira foram
identificados acido galico, teobromina, acido clorogénico e acido siringico. A deficiéncia
estrogénica aumentou a vasoconstri¢do das artérias aorta toracicas em resposta a fenilefrina,
mas nao alterou o relaxamento vascular. A realiza¢do da ovariectomia aumentou a produgao
de radicais livres apds 8 semanas de deficiéncia de estrogénio. O tratamento com estradiol ou
a suplementacdo com extrato de linhaga ou amoreira nos animais ovariectomizados reduziu a
contragdo vascular induzida por fenilefrina de forma dependente da modulagao da 6xido
nitrico sintase e da protecdo contra danos oxidativos. A suplementacdo com estes extratos
reduziu a concentra¢do de perdxido de hidrogénio, assim como a suplementacdo com extrato
de linhaga aumentou a atividade da enzima superdéxido dismutase, na aorta toracica.
CONCLUSAO: Os resultados sugerem que a suplementagdo com extratos de linhaga ou
amoreira pode promover prote¢do vascular na deficiéncia estrogénica por meio da redugdo da
resposta vascular contratil e do estresse oxidativo. Além disso, a suplementacdo com extrato
de linhaga demonstrou maior eficacia.

Palavras-chave: Estrogenos; Nutracéuticos; Reatividade vascular; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Estrogen deficiency contributes to endothelial dysfunction by reducing
nitric oxide bioavailability and increasing oxidative stress, favoring the development of
cardiovascular diseases such as hypertension and atherosclerosis. Although clinical and
experimental studies demonstrate the cardioprotective effects of estrogens, exogenous
treatment with estradiol can increase the risk of developing cardiovascular diseases and breast
cancer in some women, limiting its use in hormone replacement therapy. Thus, the search for
natural products with potential antioxidant, anti-inflammatory, and vasodilator responses has
been of great interest, aiming to bring benefits to the estrogen-deficient organism and
consequently cardioprotection. OBJECTIVE: To identify the phenolic compounds present in
flaxseed or mulberry extracts, as well as to investigate the vascular action of supplementation
with these extracts in estrogen-deficient Wistar rats. METHODS: High-performance liquid
chromatography (HPLC) was used to determine the phenolic compounds present in flaxseed
and mulberry extracts. Adult Wistar rats were divided into five experimental groups, one
group with animals in proestrus that underwent sham surgery and were treated with saline
(SHAM) and four ovariectomized groups treated with saline (OVX); estradiol (E2; 5
ng/kg/day); flaxseed extract (Flaxseed; 400 mg/kg/day); or mulberry extract (Mulberry; 400
mg/kg/day). Concentration-response curves were performed to evaluate the contractile
response triggered by phenylephrine and the vasodilatory response triggered by acetylcholine.
Likewise, the effect of pre-incubation with indomethacin, L-NAME, and Tiron on the
contractile response to phenylephrine in the thoracic aorta of the animals was evaluated. The
concentration of hydroperoxides and the activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) were determined in the thoracic aorta. The data were
analyzed using one-way or two-way ANOVA followed by the Bonferroni test, and were
considered statistically significant if p<0.05. RESULTS: Through HPLC, trigonelline, gallic
acid, and p-coumaric acid were observed in the flaxseed extract, while gallic acid,
theobromine, chlorogenic acid, and syringic acid were identified in the mulberry extract.
Estrogen deficiency increased vasoconstriction of the thoracic aortas in response to
phenylephrine but did not alter vascular relaxation. Ovariectomy increased the production of
free radicals after 8 weeks of estrogen deficiency. Treatment with estradiol or supplementation
with flaxseed or mulberry extract in ovariectomized animals reduced the vascular contraction
induced by phenylephrine in a manner dependent on the modulation of nitric oxide synthase
and protection against oxidative damage. Supplementation with these extracts reduced the
concentration of hydrogen peroxide, as well as supplementation with flaxseed extract
increased the activity of the enzyme superoxide dismutase, in the thoracic aorta.
CONCLUSION: The results suggest that supplementation with flaxseed or mulberry extracts
can promote vascular protection in estrogen deficiency through the reduction of vascular
contractile response and oxidative stress. Furthermore, supplementation with flaxseed extract
demonstrated greater efficacy.

Keywords: Estrogens; Nutraceuticals; Vascular reactivity; Oxidative stress.



INDICADORES DE IMPACTO

A deficiéncia estrogénica, como ocorre na menopausa, estd associada com o
surgimento de diversos sinais e sintomas, como por exemplo ondas de calor, sudorese
noturna, distarbios do sono, alteragdo de humor, diminuic¢ao da libido, aumento da ansiedade,
diminui¢do da massa mineral 6ssea ¢ alteragdes cardiovasculares. No entanto, o tratamento
exogeno com estrogenos pode aumentar o risco de desenvolver doengas cardiovasculares e
cancer de mama em algumas mulheres, o que limita sua utilizagdo na terapia de reposi¢ao
hormonal. Com isto, tem-se investigado o uso de produtos naturais com potenciais respostas
antioxidantes, anti-inflamatdrias e vasodilatadoras, tem sido de grande interesse, com intuito
de trazer beneficios para o organismo com deficiéncia estrogénica e consequentemente
cardioprote¢ao. Desta forma, a dissertacdo teve como objetivo identificar os compostos
fendlicos presentes nos extratos de linhaga ou de amoreira, bem como investigar a agdo
vascular da suplementacdo com esses extratos em ratas Wistar com deficiéncia estrogénica. O
estudo tem um grande potencial contribuird para o desenvolvimento de novas terapias para
prevenir os sinais € sintomas associados a deficiéncia estrogénica no organismo feminino,
explorando o potencial terapéutico de compostos bioativos presentes em plantas medicinais.
Assim como, os resultados geram impactos no “objetivo 3 - Satide e Bem-Estar” de
Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) e na area
tematica “6 - saude” da Politica Nacional de extensdo. Os resultados encontrados podem
contribuir para o desenvolvimento de farmacos que melhoram a qualidade de vida de

mulheres na menopausa.



IMPACT INDICATORS

Social, technological, economic and cultural impacts Estrogen deficiency, as seen in
menopause, is associated with the onset of various signs and symptoms, such as hot flashes,
night sweats, sleep disturbances, mood swings, decreased libido, increased anxiety, decreased
bone mineral density, and cardiovascular alterations. However, exogenous estrogen treatment
can increase the risk of developing cardiovascular disease and breast cancer in some women,
limiting its use in hormone replacement therapy. Therefore, the investigation of natural
products with potential antioxidant, anti-inflammatory, and vasodilator responses has been of
great interest, aiming to provide benefits for the estrogen-deficient organism and consequently
cardioprotection. Thus, the dissertation aimed to identify the phenolic compounds present in
flaxseed or mulberry extracts, as well as to investigate the vascular action of supplementation
with these extracts in ovariectomized Wistar rats. The study has great potential to contribute
to the development of new therapies to prevent the signs and symptoms associated with
estrogen deficiency in the female organism, exploring the therapeutic potential of bioactive
compounds present in medicinal plants. Likewise, the results generate impacts on the "goal 3 -
Health and Well-being" of the Sustainable Development Goals (SDGs) of the United Nations
(UN) and in the thematic area "6 - health" of the National Extension Policy. The results found
can contribute to the development of drugs that improve the quality of life of women in

menopause.
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1 INTRODUCAO

Os estrogénios sdo responsaveis por importantes efeitos fisiologicos em ambos os
sexos, atuando, por exemplo, na regulacdo dos sistemas reprodutor, cardiovascular,
musculo-esquelético, imunoldgico e nervoso central (MOREIRA et al., 2014; PAKDEL,
2023). No organismo feminino, os estrogénios sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
fenotipo feminino, incluindo o desenvolvimento das mamas, local de deposi¢do do tecido
adiposo, alteragdes no epitélio vaginal e na parede uterina (MOREIRA et al., 2014). Como
consequéncia, baixas concentragdes de estrogénio observadas em mulheres apds a menopausa
ou apos a realizacdo da ovariectomia bilateral, assim como alteracdes na expressdo € na
atividade de receptores para estrogé€nios, sao associadas com o desenvolvimento de episodios
vasomotores, distirbios do sono, depressao, desequilibrio metabolico, diminui¢do da massa
mineral dssea, diminuicdo do turgor da pele e alteracdes cardiovasculares (GEORGIEVA et
al, 2022; LEE et al, 2022; O’NEILL; EDEN, 2012; PAKDEL et al, 2023; YU et al, 2022).

As doencas cardiovasculares compreendem um grupo de doencas inter-relacionadas
que afetam o coragdo € os vasos sanguineos, que incluem, doenca arterial coronariana,
hipertensdo, arritmia cardiaca, cardiomiopatia e tromboembolismo (LIU; WU, 2019). Este
grupo de doencas estd entre as principais causas de mortalidade precoce, incapacidade e
aumento dos gastos com a saide em todo o mundo (LIU; WU, 2019; MOHAMED et al, 2022;
ROTH et al, 2020). Roedores fémeas ovariectomizadas a baixa a¢ao estrogénica no organismo
foi associada com aumento da pressao arterial (SILVA-ANTONIALLI et al, 2004), aumento
da vasoconstricdio induzida por angiotensina II em artérias aortas toracicas
(SILVA-ANTONIALLI et al, 2004; VIDAL-GOMEZ et al, 2016), reducio da capacidade de
relaxamento de artérias aortas toracicas e de arteriolas corondrias (COSTA-FRAGA et al,
2018; KANG et al, 2011), aumento do estresse oxidativo no coracao (KANG et al, 2011;
ZHANG et al, 2017), além de hipertrofia do ventriculo esquerdo e remodelagdao cardiaca
(BABIKER et al, 2006; WANG et al, 2012). Assim como, foi demonstrado que a
administracdo de estrogénios foi capaz de restaurar as alteragdes cardiovasculares
desencadeadas pela ovariectomia (BABIKER et al, 2006; COSTA-FRAGA et al, 2018;
SILVA-ANTONIALLI et al, 2004).

No entanto, a terapia de reposi¢ao hormonal (TRH) é considerada um dos temas mais
controversos da saude da mulher nas ultimas décadas (FLORES; MANSON, 2021). Estudos
observacionais associaram o uso de estrogénios sintéticos, combinados ou ndo com

progestagenos, com a reducdo dos sintomas vasomotores € com beneficios no tratamento e na
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prevencao de osteoporose, doenga arterial coronariana, deméncia e mortalidade
(GRODSTEIN et al, 1997, MENDELSOHN; KARAS, 1999; YAFFE et al, 1998). No
entanto, ensaios randomizados realizados posteriormente observaram que o0s principais
desfechos primarios da TRH incluiam doenga coronariana, infarto agudo do miocardio nao
fatal, morte por doenca coronariana, cancer de mama invasivo e redu¢do do risco de fratura de
quadril (ANDERSON et al, 2004; GRADY et al, 2002; ROSSOUW et al, 2002).

Para tentar entender as discordancias entre os achados cardiovasculares evidenciados
nos estudos observacionais e nos ensaios clinicos randomizados, estudos de meta-analises
exploraram a hipotese de que o momento do inicio da TRH pode ser decisivo para o
desenvolvimento de doengas coronarianas (CHLEBOWSKI et al, 2020; SALPETER et al,
2006; SALPETER et al, 2009). Desta forma, foi demonstrado que mulheres na transi¢do para
a menopausa, mulheres cuja ultima menstruagdo tenha ocorrido em um periodo inferior a 10
anos, ou que possuam menos de 60 anos de idade, a TRH reduziu em 32% a prevaléncia de
doenca coronariana (SALPETER et al, 2006) e em 25% a mortalidade (SALPETER et al,
2009). Por outro lado, mulheres que iniciaram a TRH com mais de 60 anos ou apos 10 anos
desde a ultima menstruacdo, apresentaram um risco maior de desenvolver doencgas
coronarianas, acidente vascular cerebral, tromboembolismo e deméncia (HODIS et al, 2016;
ROSSOUW et al, 2007; SALPETER et al, 2006; SALPETER et al, 2009; SHUMAKER et al
2003).

Considerando estes achados, a Sociedade Norte-Americana de Menopausa (NAMS)
posicionou-se favoravel a terapia hormonal para o tratamento de sintomas vasomotores €
prevencao da perda 6ssea em mulheres com menos de 60 anos ou que estejam na menopausa
por um periodo inferior a 10 anos (FAUBION et al, 2022). Assim como, contraindica a TRH
na presenca de sangramento vaginal inexplicavel, doenca hepdtica, historico de cancer
sensivel ao estrogénio (cancer de mama, por exemplo), historico de doenca coronariana,
acidente vascular cerebral, infarto do miocéardio, histérico pessoal ou familiar de
tromboembolismo (FAUBION et al, 2022).

A TRH continua sendo a estratégia mais eficaz no manejo da perda oOssea, dos
sintomas vasomotores ¢ da sindrome geniturinaria da menopausa (FAUBION et al, 2022).
Contudo, o uso de hormonios sintéticos pode aumentar o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres (ROSSOUW et al, 2002;
SALPETER et al, 2009). Assim, considerando os riscos da TRH, bem como as alteracdes
cardiovasculares decorrentes da falta de agdo estrogénica no organismo feminino (EL

KHOUDARY et al, 2019; LEE et al, 2022; O’NEILL; EDEN, 2012; TALAULIKAR, 2022),
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novas terapias e estratégias para reduzir o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares em
mulheres na menopausa e na poés-menopausa sio necessarias (SANCHEZ-MARTINEZ et al,
2021). Simultaneamente, estudos demonstram que metabolitos secundarios provenientes de
alimentos funcionais, como por exemplo os compostos fendlicos, exercem beneficios
cardiovasculares, incluindo acdes vasodilatadoras, antioxidantes e antiproliferativas
(SANCHEZ-MARTINEZ et al, 2021).

Entre os alimentos funcionais, a semente de linhaga e a folha de amoreira destacam-se
por suas agdes benéficas no alivio dos sintomas associados a deficiéncia estrogénica no
organismo feminino, incluindo efeitos promissores na prevengdo de alteracdes
cardiovasculares (BLASZCZUK et al, 2022; COSTA et al, 2020, EEKHOUDT et al, 2022;
PETRINE et al, 2022; SERRAINO et al, 2003; TARHAN et al, 2021) devido a presenga de
altas concentracdes de compostos fenodlicos, alto poder antioxidante e baixa toxicidade
hepatica e renal (PETRINE et al, 2022). Além disso, foi demonstrado que ratas
ovariectomizadas suplementadas com os extratos de linhaga ou amoreira apresentaram menor
ganho de peso, predominio de células epiteliais vaginais no lavado vaginal, melhora do perfil
lipidico, aumento da espessura endometrial e do peso hipofisario, semelhantes aos animais
ovariectomizados tratados com estrogénio exdgeno (PETRINE et al, 2022). A suplementacao
com extrato de linhaga em ratas com diabetes, induzida por estreptozotocina, preveniu o
aumento da contracdo vascular das artérias aorta toracicas por meio de vias dependentes de
oxido nitrico e prostaglandinas (TARHAN et al, 2021).

Considerando o exposto, este estudo tem como objetivo verificar o perfil de
compostos fendlicos presentes nos extratos de linhaga e de amoreira, bem como verificar os
impactos da suplementagdo com esses extratos na reatividade vascular e no estresse oxidativo

da artéria aorta toracica de ratas Wistar com deficiéncia estrogénica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema reprodutor feminino

O eixo reprodutivo e a expressdao do fenotipo feminino sdo regulados por hormdnios
sintetizados e secretados no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HPG) (HAN et al, 2023). A
kisspeptina, por exemplo, ¢ um neuropeptideo hipotalamico secretagogo do hormodnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) que promove importantes eventos relacionados com a

vida reprodutiva feminina, incluindo o inicio da puberdade e a regulagdo da ovulagdo
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(MAGGTI et al, 2016; TSOUTSOUKI; ABBARA; DHILLO, 2022). A secrecdao pulsatil de
GnRH estimula a liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias, o hormonio luteinizante (LH) e o
hormonio foliculo estimulante (FSH) (TSOUTSOUKI; ABBARA; DHILLO, 2022). Estes
dois hormonios atuam nas goénadas promovendo o desenvolvimento dos gametas e
estimulando a sintese de diversas moléculas, dentre elas os esteroides sexuais, principalmente
progesterona e estrogénio, que possuem vdarias acdes no organismo, como por exemplo no
controle do ciclo menstrual (TSOUTSOUKI; ABBARA; DHILLO, 2022; VELARDO, 1960).

O ciclo menstrual de mulheres eumenorréicas tem duragdo média de 28 dias e,
conforme demonstrado abaixo na figura 1, ¢ comumente dividido em trés fases: (I) fase
folicular, (II) fase ovulatéria e (III) fase lutea (SCHMALENBERGER et al, 2019;
SCHMALENBERGER et al, 2021). A fase folicular tem inicio no primeiro dia da
menstruacdo, periodo em que o endométrio proliferado ¢ eliminado, e termina no dia da
ovulacdo (SCHMALENBERGER et al, 2021). No inicio desta fase, as concentragdes de
progesterona e estrogé€nio estdo baixas, entretanto, por volta do sétimo dia o estrogénio
comega a aumentar sua concentragdo e ha aumento na concentragao de progesterona cerca de
36 horas antes da ovulacio (SCHMALENBERGER et al, 2021). As altas concentragdes de
estrogénio e o leve aumento da progesterona promovem o aumento da frequéncia dos pulsos
de GnRH que, por consequéncia, estimulam a liberacdo de grandes quantidades de LH e FSH
pela hipofise anterior (DUFFY et al, 2019). O pico de LH permite a liberagdo do odcito que
ocorre por volta do 14° dia do ciclo menstrual (GOTZ et al, 2023; SCHMALENBERGER et
al, 2021).

Figura 1 - Representagdo das flutuagcdes dos hormdnios ovarianos, progesterona e estradiol,
nas fases folicular e latea do ciclo menstrual.
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Fonte: Schmalenberger et al (2021).
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A ovulagdo marca o inicio da fase lutea, neste periodo as células da teca e da
granulosa se luteinizam dando origem ao corpo luteo (SCHMALENBERGER et al, 2021). O
corpo luteo sintetiza progesterona e estrogénio, o que promove um aumento das
concentragdes destes dois hormonios na primeira metade da fase latea (GOTZ et al, 2023;
SCHMALENBERGER et al, 2021). Caso ndo ocorra a fecundagdo, o corpo liteo sofre atresia
seguida pela diminui¢do das concentragdes de progesterona e estrogénio que,
consequentemente, desencadeia a menstruacdo e o inicio de um novo ciclo
(SCHMALENBERGER et al, 2021). Semelhante ao que acontece no ciclo menstrual
feminino, o ciclo estral de roedores fémeas também sdo caracterizados por variagdes

hormonais (AJAYI; AKHIGBE, 2020).

2.2 Ciclo Estral

Ciclo estral ¢ o termo utilizado para denominar o ciclo reprodutivo de roedores fémeas
(AJAYI; AKHIGBE, 2020). Em ratas e camundongos fémeas, o ciclo estral tem duragdo
média de 4 dias e ¢ dividido em quatro fases: metaestro (ou diestro I), diestro (ou diestro II),
proestro e estro (AJAYI; AKHIGBE, 2020; JAIMES et al, 2019). Estas fases podem ser
distinguidas por meio da realizacdo do lavado vaginal seguido pela andlise das células
presentes na secre¢do vaginal em microscopio Optico (AJAYI; AKHIGBE, 2020). Conforme
demonstrado na figura 2, a estimativa da fase do ciclo estral pode ser realizada por meio da
observagdo da quantidade de leucocitos, células epiteliais cornificadas (queratinizadas) e

células epiteliais nucleadas presentes no lavado vaginal (AJAYI; AKHIGBE, 2020).

Figura 2 - Classificacdo do ciclo estral de ratas conforme prevaléncia do tipo de células
observadas no lavado vaginal.

SIS <

Legenda: verde (L) - leucdcitos ; laranja (N) - células epiteliais nucleadas; Roxo (C) - células epiteliais
cornificadas.

Fonte: Ajayi; Akhigbe (2020)
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As fases de metaestro e diestro possuem padroes de secre¢ao hormonal semelhantes,
sendo possivel observar baixas concentracdes de estradiol (JAIMES et al, 2019). Em ratas, o
metaestro tem duragdo de 6 a 8 horas e o lavado vaginal exibe grande quantidade de
leucocitos e poucas células cornificadas e epiteliais, enquanto o diestro tem duracao de 48 a
72 horas e o lavado vaginal ¢ constituido em grande parte por leucécitos (AJAYI; AKHIGBE,
2020). A fase de proestro tem duragcdo média de 14 horas em ratas e ¢ marcada pelo aumento
das concentracdes de estrogénio que impulsionam o aumento da liberagdo de LH (AJAYI,
AKHIGBE, 2020; HEAPE, 1900). Na secre¢do vaginal coletada nesta fase ¢ possivel observar
uma grande quantidade de células nucleadas e uniformes, tanto em tamanho quanto em
aparéncia, podendo existir uma pequena quantidade de células epiteliais cornificadas
anucleadas e poucos leucécitos (AJAYT; AKHIGBE, 2020).

Na noite entre as fases de proestro e estro ocorre a receptividade reprodutiva e
ovulacdo (HEAPE, 1900). Em ratas, a fase de estro tem duragdo de 24 a 48 horas e ¢ possivel
observar uma diminui¢do das concentragdes de FSH e LH (JAIMES et al, 2019). Na
microscopia desta fase ¢ possivel identificar muitas células cornificadas anucleadas,
citoplasma granular e grande quantidade de bactérias, assim como podem aparecer com
menor frequéncia células epiteliais nucleadas (AJAYI; AKHIGBE, 2020). De um modo geral,
estas alteracdes no epitélio vaginal ocorrem por maior ou menor acao estrogénica ao longo do

ciclo estral.

2.4 Estrogénios

Os estrogénios sdo hormonios esteroides, lipossoluveis, derivados do colesterol e
sintetizados a partir da aromatiza¢cdo de androgenos pela enzima aromatase (ZHU et al, 2023).
A aromatase esta presente em diversos tecidos humanos, como por exemplo, nas células da
granulosa ovariana, fibroblastos adiposos, pele, sinciciotrofoblastos placentarios, encéfalo e
ossos (NELSON; BULUN, 2001; ZHU et al, 2023). O estradiol (E,) ¢ o principal estrogénio
circulante e, em mulheres no periodo reprodutivo, ¢ secretado principalmente pelas células da
granulosa ovariana. O E, pode originar dois metabolitos menos potentes: estrona (E,) e estriol
(E5). O E, ¢ produzido no tecido adiposo e cutaneo e se torna o principal estrogénio apds a
menopausa. Ja o E; ¢ produzido no figado e em grandes quantidades na placenta de mulheres

gravidas (ZHU et al, 2023). No organismo masculino, o E, é sintetizado em pequenas
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concentragdes nos testiculos e em oOrgdos extragonadais por meio da aromatizacdo dos
andrégenos (MORSELLI et al, 2017).

Os estrogénios apresentam importantes efeitos fisiologicos em ambos 0s sexos,
atuando, por exemplo, na regulagdo dos sistemas reprodutor, cardiovascular,
musculo-esquelético, imunoldgico e nervoso central (MOREIRA et al., 2014; PAKDEL,
2023). Além destas agdes, no organismo feminino, os estrogénios sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do fenotipo feminino, incluindo o desenvolvimento das mamas, local de
deposicao do tecido adiposo, alteragdes no epitélio vaginal e na parede uterina (MOREIRA et
al., 2014). As baixas concentragdes de estrogénio observadas em mulheres apds a menopausa,
apos ovariectomia bilateral ou apés uso de medicamentos que inibem a producdo ou acao
estrogénica, podem estar associadas com episddios vasomotores, distirbios do sono,
depressao, desequilibrio metabolico, diminuicdo da massa mineral Ossea, diminuicao da
elasticidade da pele e alteracdes cardiovasculares (GEORGIEVA et al, 2022; LEE et al, 2022;
LONNING et al, 2005; O’NEILL; EDEN, 2012; YU et al, 2022).

Os efeitos celulares desencadeados pelos estrogénios podem ocorrer por meio da sua
ligacdo aos receptores estrogénicos (ER) (DEROO et al, 2006). Os ER podem ser receptores
pertencentes a superfamilia de receptores nucleares que atuam como fatores de transcri¢ao
ativados por ligantes (TFs) e apresentam duas isoformas ERa e ERB (DAMA et al, 2021) ou
receptores de membrana ligado a proteina G (ZHU et al, 2023). Os estrogénios sdo
permeaveis a membrana celular e, no citoplasma, ligam-se aos ER formando o dimero
hormonio-receptor (YASAR et al, 2017). As respostas celulares desencadeadas a seguir,
podem ocorrer por meio de dois mecanismos que envolvem agdes gendmicas (ativacao
candnica) e ag¢des ndo gendmicas. Pelo modelo gendmico, o dimero hormdnio-receptor
formado ¢ translocado para o nucleo celular, onde ird se ligar ao elemento responsivo a
estrogénio (ERE) e, por acdo direta, modular a expressdao génica ou atuar recrutando
co-reguladores que podem estimular ou inibir a expressao génica (SMITH; O’MALLEY,
2004; ZHU et al, 2023). Além disso, os dimeros hormonios-receptores podem regular a
transcricdo por meio da associacdo com outros fatores de transcri¢do, como por exemplo,
ligados a proteina ativadora 1 (AP-1) e, na auséncia de ligantes, os ER podem provocar
modificacdes  pods-traducionais (DAHLMAN-WRIGHT et al, 2006; TIANO;
MAUVAIS-JARVIS, 2012).

Os estrogénios também podem desencadear eventos de sinalizacao celular rapidos por
vias nao genomicas mediadas por receptores de membrana (ZHU et al, 2023). A ligacao dos

estrogénios com o receptor para estrogénio ligado a proteina G (GPER), anteriormente
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conhecido como receptor acoplado a proteina G 30 (GRP30), ou com ERa ou ERP de
membrana, podem ativar diversas cascatas de sinalizagdo celular, incluindo a cascata de
sinalizagdo de proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK), proteina quinase B,
proteina Src, adenosina monofosfato ciclico (AMPc), influxo de célcio (Ca*"), vias de
sinalizacdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), induzivel (iNOS) e neuronal
(nNOS) (BHUIYAN; SHIODA; FUKUNAGA, 2007; DA SILVA et al, 2021; LEVIN;
HAMMES, 2016; MURPHY; STEENBERGEN, 2007; NODE et al, 1997; ZHU et al, 2023).
Além disso, novas evidéncias demonstram a presenga de ERa e ERP nas mitocondrias e
indicam uma possivel agdo dos estrogénios na manutengdo bioenergética celular (YASAR et
al, 2017) (FIGURA 3).

As isoformas de receptores para estrogénio sdo amplamente expressas em quase todos
os tecidos do organismo (HARRIS, 2007). No sistema cardiovascular, ERa, ERB e GPER sao
expressos nas células cardiacas, incluindo cardiomidcitos, células endoteliais, células
musculares lisas e fibroblastos cardiacos, tanto em humanos quanto em animais
(DWORATZEK et al, 2014; GROHE et al, 1997; MAHMOODZADEH; DWORATZEK,
2019; MAHMOODZADEH et al, 2006; NORDMEYER et al 2004), demonstrando alta acao

dos estrogénios no sistema cardiovascular.

Figura 3 - Vias de agdo gendmicas e ndo gendomicas dos estrogénios
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2.5 Estrogénios e sistema cardiovascular

Como demonstrado anteriormente, os estrogénios sao responsaveis por importantes
acOes fisiologicas no organismo feminino, incluindo ag¢des cardiovasculares mediadas por
ERa, ERB e GPER (DA SILVA et al, 2021; STEVENSON, 2011). Essas agdes sao
cardioprotetoras pois envolvem a reducdo das espécies reativas de oxigénio (ERO),
modulagdo da via das ciclooxigenases, modulacdo da biogénese mitocondrial, atenuagdo da
remodela¢do cardiaca e modulacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(CRESCIOLI, 2021; YU et al, 2022; ZHOU et al, 2020). Simultaneamente, a redugdo das
concentragdes de estrogénio, assim como alteragdes na expressdo e/ou atividade dos
receptores para estrogénio sdo associados com o aumento do risco de desenvolver doengas
cardiovasculares (DCV) (PAKDEL et al, 2023). DCV é um termo genérico que compreende
um grupo de doengas que afetam o coragdo e os vasos sanguineos (LIU; WU, 2019). Este
grupo de doencas estd entre as principais causas de mortalidade precoce, incapacidade e
aumento dos gastos com a saide em todo o mundo (LIU; WU, 2019; MOHAMED et al, 2022;
ROTH et al, 2020).

As espécies reativas de oxigénio (ou radicais livres) sdo importantes moléculas
sinalizadoras que regulam a homeostase tecidual (SABBATINI; KARARIGAS, 2020). O
oxido nitrico (NO), por exemplo, ¢ um radical livre gasoso que pode ser sintetizado pelas trés
isoformas da enzima 6xido nitrico sintase: eNOS, iNOS e nNOS (GOSHI; ZHOU; HE, 2019).
O NO desempenha inumeras ag¢des fisioldgicas incluindo redugdo da pressao arterial por meio
da vasodilatacdo endotelial (GOSHI; ZHOU; HE, 2019; TENOPOULOU; DOULIAS, 2020).
Os estrogénios sao capazes de estimular a sintese de NO por meio da regulacao da atividade
da eNOS e iNOS levando a protecao cardiovascular (BHUIYAN; SHIODA; FUKUNAGA,
2007; MURPHY; STEENBERGEN, 2007; NODE et al, 1997). Lindsey e colaboradores
demonstraram que os estrogénios ligados ao GPER promovem vasodilatagcdo das artérias de
resisténcia mesentéricas via aumento da sintese de 6xido nitrico e da estimulagdo do AMPc
no musculo liso (LINDSEY; LIU; CHAPPELL, 2014), enquanto a inibi¢ao da NOS suprime
os efeitos vasculares benéficos associados a administragao de E, em ratas ovariectomizadas
(SHI; LEUNG, 2020).

Em resposta a condi¢des patologicas e ao estresse ambiental, as concentracdes de ERO
(superoxido e perdxido de hidrogénio, por exemplo) podem aumentar drasticamente causando

danos oxidativos a diferente tipos celulares (HALLIWELL, 2011; SABBATINI;
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KARARIGAS, 2020). O estresse oxidativo refere-se ao acimulo desbalanceado de espécies
reativas de oxigénio em uma concentragdo que supera a capacidade de protecdo antioxidante
do organismo (HALLIWELL, 2011). Em ratas espontaneamente hipertensas, a ovariectomia
foi associada ao aumento do estresse oxidativo (SULLIVAN; SASSER; POLLOCK, 2007).
Kang e colaboradores (2011) observaram que a ovariectomia promoveu redug¢do da enzima
antioxidante superéxido dismutase (SOD), enquanto a reposi¢do de estrogénio restaurou as
concentracdes de SOD e desencadeou vasodilatagdo mediada pelo NO (KANG et al, 2011).
Corroborando com estes achados, Vidal-Gémez e colaboradores (2016) demonstram que a
ovariectomia aumentou a vasoconstricdo da artéria aorta tordcica de camundongos via
reducdo de NO e aumento da producdo de superoxido mediada pela via das ciclooxigenases
(COX). O estudo também demonstrou que a inibi¢gdo da COX, assim como o tratamento com
E,, atenuou a produgdo de superoxido e restaurou a resposta vasoconstritora
(VIDAL-GOMEZ et al, 2016).

As mitocondrias sdo as principais fontes enddgenas de ERO, as quais sdo sintetizadas
na cadeia transportadora de elétrons (IDE et al, 2001). O aumento cronico de ERO esta
associado com a disfuncdo mitocondrial, aumento da produgdao de radicais livres e lesao
celular do ventriculo esquerdo de camundongos machos (IDE et al, 2001). Os estrogénios
favorecem a protecdo cardiovascular ao modular a fun¢do mitocondrial e a geragdo de ERO
em células cardiovasculares, incluindo cardiomidcitos, células endoteliais e fibroblastos
cardiacos (MAHMOODZADEH; DWORATZEK, 2019; RATTANASOPA et al, 2015; ZHOU
et al, 2020).

A NADPH oxidase 4 (NOX4), enzima capaz de produzir ERO, estd aumentada na
presenca de estimulos hipertroficos, assim como intermedia a hipertrofia cardiaca e a
insuficiéncia cardiaca induzida pelo aumento da pressdo arterial apos a administracao cronica
de angiotensina II (AGO et al, 2010; KURODA et al, 2010). Animais Knockout para NOX4
apresentam prote¢do contra o aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca induzidos
por Angiotensina II, bem com concentragdes plasmaticas de triglicerideos reduzidas
(BOUABOUT et al, 2018). Em ratos machos, o tratamento com E, promoveu agdes
cardioprotetoras por meio da regulacdo da expressao dos genes NOX4 e NADPH oxidase 2
(NOX2) (ZHANG et al, 2017). Wang e colaboradores (2012) observaram que a ovariectomia
aumentou a expressdo cardiaca de RNA mensageiro (mRNA) para NOX4, promoveu
hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) e aumentou a pressdo arterial, enquanto as ratas
ovariectomizadas que foram submetidas a ativagdo cronica do GPER pelo seu agonista (G-1)

apresentaram reducdo dos efeitos desencadeados pela ovariectomia (WANG et al, 2012). Os
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autores também demonstraram que, in vitro, o G-1 inibiu a hipertrofia de cardiomiocitos
HO9c2, assim como a administracdo de G15 (antagonista de GPER) promoveu a hipertrofia dos
cardiomiocitos (WANG et al, 2012).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) ¢ um sistema imunorregulador que
apresenta duas vias de sinalizag@o inter-relacionadas e com agdes (I) pro-inflamatoéria e (II)
anti-inflamatoria (GERSH et al, 2021). Estas vias de sinalizacdo sdo fundamentais para a
regulagdo da inflamagdo, do equilibrio hidroeletrolitico e da pressao arterial (AMES;
ATKINS; PITT, 2019; MILLER; ARNOLD, 2019). O predominio da via pro-inflamatoria do
SRAA favorece o desenvolvimento de disfungdo cardiaca e endotelial (CHAKRABARTI;
LEKONTSEVA; DAVIDGE, 2008; GERSH et al, 2021; XUE; JOHNSON; HAY, 2008).

Situagdes como baixa pressdo arterial, hipovolemia, baixa ingestdo de sodio e
estimulagdo simpatica promovem aumento da sintese e liberagao de renina (AMES; ATKINS;
PITT, 2019). A renina na circulagdo metaboliza o angiotensinogénio em angiotensina I (Ang
I), que é convertida em angiotensina II (Ang II) pela enzima conversora de angiotensina 1
(ACE1l). A Ang II pode se ligar tanto no receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) quanto tipo II
(AT2R). A Ang II ligada ao AT1R provoca vasoconstri¢dao, retencao do sodio, sintese de
aldosterona e inflamagdo, enquanto a ativagdo do AT2R promove efeitos anti-inflamatorios,
anti-fibroticos e vasodilatadores (AMES; ATKINS; PITT, 2019; BADER, 2013; DE MELLO;
FROHLICH et al, 2014). Por um mecanismo ndo cldssico, a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) pode degradar a Ang II em um potente peptideo vasodilatador
conhecido como Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) (CHAPPEL; FERRARIO, 2006). A Ang 1-7
ligada ao receptor Mas (MasR) previne a proliferacdo de cardiomidcitos, aumenta a sintese de
oxido nitrico, protege contra a hipertrofia cardiaca, reduz fibrose induzida por Ang II e atenua
o estresse oxidativo em roedores (CASTRO et al, 2006; HAMMER et al, 2016; KITTANA,
2018). Assim como, promove reducdo da deposicdo de coldgeno em fibroblastos isolados de
coragdes de ratos (MCCOLLUM; GALLAGHER; TALLANT, 2012).

Schunkert e colaboradores (1997) demonstraram que a reposi¢do estrogénica em
mulheres adultas promoveu reducdo da concentragdo de renina e aumento da concentragao
plasmatica de angiotensinogénio (SCHUNKERT et al 1997). Além disso, foi demonstrado
que os efeitos cardioprotetores promovidos pelos estrogénios, via SRAA, envolviam a
reducdo da Ang II e o aumento da Ang 1-7 (BROSNIHAN et al, 1997). A administra¢ao de
estrogénio em ratas ovariectomizadas promoveu redugdo da pressdo arterial, atenuacido da

expressao do AT1R vascular e renal, aumento a expressao do AT2R renal e redugdo do efeito
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da Ang II tanto nos anéis adrticos quanto nos vasos mesentéricos (SILVA-ANTONIALLI et
al, 2004).

Costa-Fraga e colaboradores (2018) observaram que Ang 1-7 ¢ capaz de promover
vasodilatacdo dose-dependente na artéria aorta toracica de camundongos fémeas jovens (10
semanas), enquanto os camundongos fémeas idosas (20 meses) ndo foram responsivas a
nenhuma dose de Ang 1-7. Entretanto, a administracdo de estradiol nas fémeas idosas
promoveu restauracao dos efeitos vasodilatadores da Ang 1-7, bem como reducao das ERO e
restauracao das concentragdes de 6xido nitrico (COSTA-FRAGA et al, 2018), sugerindo que a
resposta vasodilatadora promovida pela Ang 1-7 pode ser perdida devido a alteragdes
hormonais e resgatada com a acdo estrogénica. Corroborando com estes achados, foi
demonstrado que a administragdo de estrogénios provoca o aumento da sintese de Ang 1-7 via
ERa, assim como o tratamento com E, provoca o aumento da expressdo de mRNA para

ACE1 e ACE2 em células endoteliais humanas (MOMPEON et al 2016).

2.6 Reducio da acio estrogénica

A menopausa corresponde a uma fase natural da vida da mulher que marca o fim dos
anos reprodutivos (AL WATTAR; TALAULIKAR, 2023). Em geral, ocorre entre 45 ¢ 55 anos
de idade e ¢ caracterizada pela redugdo dos foliculos ovarianos que, consequentemente,
provoca uma diminuicdo nas concentragdes de estrogénio e progesterona (CARTER;
MERRIAM, 2023; SANTORO et al, 2021) (FIGURA 4). A menopausa ¢ precedida por um
periodo de transicdo marcado por irregularidades do ciclo menstrual, inicio dos sinais e
sintomas da redugdo dos esteroides sexuais ¢ uma variedade de mecanismos enddcrinos
compensatorios, como o aumento compensatorio das concentragdes de FSH, que tem por
objetivo tentar manter os ciclos menstruais na presenca de um baixo numero de foliculos
ovarianos (SANTORO et al, 2021). Na transicio da menopausa, as concentragdes de
estrogénios reduzem de tal forma que a insuficiéncia ovariana ndo pode ser compensada
levando a perda da capacidade reprodutiva (FINKELSTEIN et al, 2008; SANTORO et al,
2021). A menopausa ¢ estabelecida apos 12 (doze) meses de amenorréia ndo associada a

qualquer outra condicao fisiologica ou patologica (TALAULIKAR, 2022).
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Figura 4 - Representacdo esquematica das alteragdes de hormonios ovarianos (estrogénio e
progesterona) ao longo da vida das mulheres.
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Fonte: Haufe; Baker; Leeners (2022).

Apesar da menopausa ser uma fase natural da vida da mulher, a deple¢do dos
hormonios ovarianos esta associada com o surgimento de sintomas variaveis que dependem
de uma complexa interagdo entre aspectos biologicos, psicologicos e sociais (AL WATTAR;
TALAULIKAR, 2023; EL KHOUDARY et al, 2019). Ondas de calor ¢ sudorese noturna, sao
os sintomas mais comuns que acometem cerca de 80% das mulheres (EL KHOUDARY et al,
2019). Assim como, ¢ comumente relatado a presenca de disturbios do sono, cansago,
alteracdo de humor, diminui¢do da libido, aumento da ansiedade, diminuicdo da massa
mineral Ossea ¢ alteragdes cardiovasculares (EL KHOUDARY et al, 2019; LEE et al, 2022;
O’NEILL; EDEN, 2012; TALAULIKAR, 2022).

A ovariectomia bilateral ¢ a remogao cirtirgica de ambos os ovarios que promove uma
diminui¢do abrupta das concentragdes de estrogénio e dos demais hormoénios ovarianos (YU
et al, 2022). O desequilibrio hormonal provocado pela ovariectomia bilateral mimetiza as
alteracdes hormonais vivenciadas no organismo feminino durante a menopausa, sendo uma
técnica cirargica muito utilizada em pesquisas pré-clinicas em modelo animal (GEORGIEVA
et al, 2022; YU et al, 2022). Além de desencadear a menopausa precoce, a ovariectomia
bilateral é associada com o aumento do risco de desenvolver doengas cardiovasculares em
mulheres adultas (MICHELSEN et al, 2023). Enquanto a diminui¢do da expectativa de vida
(BENEDUSI et al, 2015), alteragdes cardiovasculares (DUTTA; SINGH; MALIK, 2023) e
alteragdes musculoesqueléticas (PEYTON et al, 2023) sao observadas em roedores fémeas

ovariectomizadas.
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Para controlar os sintomas decorrentes da redugao da concentragao hormonal ovariana
e consequente falta de a¢do estrogénica desencadeada pela remocao cirurgica dos ovarios ou
pela menopausa, a terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) com uso de hormonios estrogénios,
combinados ou nao com hormonios progestagenos, tém sido a mais utilizada para este tipo de
tratamento (AL WATTAR; TALAULIKAR, 2023; NAFTOLIN et al 2019). Entretanto, a TRH
¢ considerada um dos temas mais controversos da satide da mulher nas ultimas décadas
(FLORES; MANSON, 2021). Estudos anteriores demonstraram que a TRH amenizava
sintomas vasomotores comumente observados na menopausa, como também promovia
beneficios no tratamento e prevencao de osteoporose, doenga arterial coronariana, deméncia e
mortalidade (GRODSTEIN et al, 1997; MENDELSOHN; KARAS, 1999; YAFFE et al,
1998). No entanto, outros estudos randomizados comegaram a questionar os beneficios da
TRH a longo prazo (ANDERSON et al, 2004; ROSSOUW et al, 2002).

O Women's Health Initiative (WHI) foi um estudo randomizado duplo-cego que
avaliou os risco e beneficios da terapia hormonal combinada (estrogénio + progesterona) em
16.608 mulheres pos-menopausicas saudaveis, com idades entre 50 e 79 anos (média de 63,3
anos). No entanto, devido a alta prevaléncia de cancer de mama invasivo, o estudo foi
interrompido precocemente apos 5,2 dos 8,5 anos pretendidos, por recomendagao de um
conselho independente de monitoramento de dados e seguranca que se baseava nas
recomendacdes propostas por O'Brien e Fleming (O'BRIEN; FLEMING, 1979). Os principais
desfechos incluiram doenga coronariana, infarto agudo do miocéardio ndo fatal, morte por
doenga coronariana e cancer de mama invasivo (ROSSOUW et al, 2002). Em outro estudo, o
WHI utilizou estrogénio equino conjugado (CEE), por um periodo médio de 6,8 anos, em
10.739 mulheres na p6s-menopausa, com idades entre 50 e 79 anos (média de 63,9 anos), as
quais previamente tinham realizado histerectomia. Esse tratamento aumentou o risco de
acidente vascular cerebral, reduziu o risco de fratura de quadril e ndo afetou a incidéncia de
doenca coronariana (ANDERSON et al, 2004). Corroborando com estes achados, outros
ensaios randomizados e duplo-cego ndo observaram efeitos da THR na reducdo da
prevaléncia de doenca coronariana em mulheres saudaveis na pos-menopausa (CHERRY et
al, 2002; GRADY et al, 2002; HULLEY et al 1998; MANSON et al, 2013). Além disso, a
intervengdo com TRH combinada (estrogenio + progesterona) em 2.763 mulheres, com média
de 66,7 anos, demonstrou aumento de 50% do risco de doenga coronariana durante o primeiro
ano de tratamento (GRADY et al, 2002).

Simultaneamente, meta-analises exploraram a hipotese de que o momento do inicio da

TRH poderia ser decisivo para o desenvolvimento de doengas coronarianas (SALPETER et al,
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2006; SALPETER et al, 2009). Esses dados sugerem que a TRH em mulheres na transi¢ao
para a menopausa ou que a ultima menstruagdo tenha ocorrido em um periodo inferior a 10
anos, pode promover reducao de 32% na prevaléncia de doenca coronariana (SALPETER et
al, 2006) e de 25% na mortalidade (SALPETER et al, 2009). Por outro lado, o inicio da
terapia hormonal em mulheres com idades superior a 60 anos ou que a Ultima menstruagao
tenha ocorrido ha mais de 10 anos, promove aumento no risco de desenvolver doencas
coronarianas, acidente vascular cerebral, tromboembolismo e deméncia (HODIS et al, 2016;
ROSSOUW et al, 2007; SALPETER et al, 2006; SALPETER et al, 2009; SHUMAKER et al
2003).

Um consenso global apoiado por diversas sociedades médicas, afirma que atualmente
a TRH ¢ eficaz para os sintomas vasomotores, sindrome geniturindria da menopausa e
prevencgdo da perda Ossea e fraturas em mulheres com idade inferior a 60 anos ou que estao na
menopausa por um tempo inferior a 10 anos. Entretanto, ¢ contraindicada na presenca de
sangramento vaginal inexplicavel, doenga hepatica, histdrico de cancer sensivel ao estrogénio,
histérico de doenga coronariana, acidente vascular cerebral, infarto do miocardio, histérico
pessoal ou familiar de tromboembolismo (FAUBION et al, 2022).

Desta forma, o uso de hormonios sintéticos pode aumentar o risco de desenvolver
doengas cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres (ROSSOUW et al, 2002;
SALPETER et al, 2009). Assim como, estudos associam a falta de ag¢do estrogénica no
organismo feminino com o desenvolvimento de alteragdes cardiovasculares (EL
KHOUDARY et al, 2019; LEE et al, 2022; O’NEILL; EDEN, 2012; TALAULIKAR, 2022).
Neste sentido, terapias alternativas para reduzir o risco de desenvolver doengas

cardiovasculares em mulheres na menopausa ¢ na pds-menopausa sao necessarias

(SANCHEZ-MARTINEZ et al, 2021).

2.7 Acoes cardiovasculares dos fitoquimicos presentes na linhaga e na amoreira

A terapia nao hormonal pode ser considerada uma alternativa segura e eficaz para o
tratamento e prevencado de diversos sintomas no organismo (AL WATTAR; TALAULIKAR,
2023). O tratamento ndo hormonal abrange mudangas no estilo de vida (pratica regular de
atividade fisica e dieta saudavel), terapias alternativas (como por exemplo, hipnose) e
consumo de alimentos ricos em fitoquimicos (AL WATTAR; TALAULIKAR, 2023;
STACHOWIAK; PERTYNSKI; PERTYNSKA-MARCZEWSKA, 2015). Os fitoquimicos sdo

metabolitos secundarios produzidos pelas plantas para a sua prote¢do e sao definidos como
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nutrientes ndo essenciais (IQBAL et al 2023; KUMAR et al, 2023). Estes metabolitos
secundarios, como por exemplo, os compostos fendlicos, podem promover agdes
cardioprotetoras por meio da modulacio das vias antioxidantes, vasodilatadoras,
anti-inflamatérias e antiproliferativas (SANCHEZ-MARTINEZ et al, 2021; SHAITO et al,
2020). Os fitoquimicos podem ser consumidos diretamente nos alimentos (alimentos
funcionais) ou concentrados na forma de extratos vegetais (KUMAR et al, 2023).

O linho (Linum usitatissimum) ¢ uma planta com flores azuis e sementes achatadas,
conhecidas como sementes de linhaga, com coloracdo que varia do amarelo dourado ao
marrom avermelhado (KAJLA; SHARMA; SOOD, 2015; RUBILAR et al, 2010). A linhaga ¢é
considerado um alimento funcional e possui em sua composicao a presenca de fitoestrogenos,
acidos graxos poliinsaturados (6mega-3 e dacido alfa-linolénico) e compostos fendlicos
(ISMAIL, 2011; KASOTE et al, 2013; KHALESI; JAMALUDDIN; PETRINE et al, 2022).
Entre os compostos fendlicos presentes nas sementes de linhaca destacam-se os acidos
fenolicos, flavonoides e lignanas (KAJLA; SHARMA; SOOD, 2015). Os acidos fenolicos
mais abundantes sdos o acido ferurio e o acido clorogénico, enquanto o glicosideos de acido
p-cumarico, glicosideos de acido hidroxicinamico e acido 4-hidroxibenzoico estdo presentes
em pequenas quantidades (BEEJMOHUN et al, 2007; MAZZA; BILIADERIS, 1989). Quanto
aos flavonoides, os principais sdo Flavona C- e Flavona O-glicosideos (MAZZA;
BILIADERIS, 1989). Esses compostos fenolicos sdo reconhecidos por suas acdes
antioxidantes e anticancerigenas (KAJLA; SHARMA; SOOD, 2015).

O consumo da semente de linhaca pode promover agdes benéficas a saude
cardiovascular, assim como em disturbios metabodlicos ¢ hormonais (PEREIRA et al, 2022;
SHAYAN et al 2020). Neste sentido, Petrine e colaboradores (2022) demonstraram que a
suplementagdo com extrato de linhaca promoveu reducdo do colesterol total, da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) e da lipase plasmatica em ratas com baixa a¢do estrogénica
(PETRINE et al, 2022). Ratas diabéticas suplementadas com linhaga apresentaram maior
vasodilatagdo das artérias aorta tordcicas por meio de vias dependentes de NO e
prostaglandinas (TARHAN et al, 2021). Além disso, o tratamento com linhaca em
camundongos fémeas preveniu a cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina e trastuzumab
de forma semelhante ao grupo tratado com inibidor da enzima conversora de angiotensina
(perindopril) (EEKHOUDT et al, 2022).

Os frutos, cascas, caules e folhas da amoreira (Morus nigra) apresentam varias
propriedades terapéuticas e biologicas, incluindo efeitos antimicrobianos, antidiabéticos,

anti-obesidade, anti-hiperlipidémico e anticancer (LIM; CHOI, 2019). Serraino e
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colaboradores (2003) identificaram a cianidina-3-O-glicosideo (curomanina) como o principal
composto fenolico do extrato de amora preta. Em seu estudo, a curomanina isolada ou o
extrato de amora preta demonstraram potente atividade antioxidante, sendo capaz de inibir os
processos oxidativos induzidos por peroxinitrito em células endoteliais humanas. Além disso,
a administracdo dessas substancias em banho de 6rgaos promoveu efeitos benéficos na fungao
vascular, reduzindo a contratilidade da artéria aorta de ratos exposta ao peroxinitrito
(SERRAINO et al, 2003). Assim como, foi relatado que a suplementacdo com extratos de
amoreira promoveu agdes cardioprotetoras por meio da redugdo do colesterol total, da LDL-c,
da lipase plasmatica (PETRINE et al, 2022) e aumento da recaptagdo de LDL-c de forma
semelhante a lovastatina (ROHRL et al, 2021) em roedores.

Tem sido demonstrado que o extrato de amoreira possui em sua composicdo a
presenca de polifenois, compostos fendlicos, fitoestrogenos e acidos graxos (MAQSOOD et
al, 2022; NADERI et al, 2004; SAMANIEGO et al, 2020). Nas folhas de amoreira foram
identificados quercetina, 4cido clorogénico, acido galico, catequina, rutina, isoquercitrina,
kaempferol-3-O-ramnosideo (DIAB et al, 2020; SILVA et al, 2021; ZENI et al, 2017), assim
como foi relatado a presenca de queracianina, kuromanina, cianidina, cianidina-3-glicosideo,
cianidina-3-xilosideo e cianidina-3-rutinosideo no fruto da amoreira (SUTTISANSANEE et
al., 2020; YAZDANKHAH, MOHAMMAD, MOHAMMAD, 2019). No entanto, tanto a
composi¢ao nutricional da linha¢a quanto da amoreira pode variar de acordo com a genética
da planta e fatores ambientais, incluindo a regido de plantio e clima (SAMANIEGO et al,
2020; SHAYAN et al 2020).

Considerando as alteragdes cardiovasculares decorrentes da deficiéncia estrogénica,
como a disfun¢do endotelial e o aumento do risco de doencas cardiovasculares (LEE et al.,
2022), e a associagdo entre a terapia hormonal ¢ o aumento do risco de eventos
cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres (ROSSOUW et al., 2002;
SALPETER et al., 2009), surge a necessidade de explorar alternativas terapéuticas mais
seguras. Assim, diante das evidéncias promissoras de estudos pré-clinicos que demonstram os
efeitos cardioprotetores de extratos de linhaca e amoreira (EEKHOUDT et al, 2022;
PETRINE et al, 2022; SERRAINO et al, 2003; TARHAN et al., 2021), a hipotese deste
estudo ¢ que a suplementagdo com esses extratos promovem prote¢do contra alteragdes
vasculares em ratas com deficiéncia estrogénica, sugerindo uma possivel alternativa a terapia

de reposi¢cdo hormonal convencional.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Identificar os compostos fendlicos presentes nos extratos de linhaca ou de amoreira,
bem como investigar a a¢do vascular da suplementa¢do com esses extratos em ratas Wistar

com deficiéncia estrogénica.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar a presenca de compostos fendlicos nos extratos de linhaca e de amoreira por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

- Avaliar os efeitos da suplementagdo com linhaga ou amoreira sobre a resposta contratil a
fenilefrina em segmentos de aorta toracica de ratas Wistar com deficiéncia estrogénica.

- Avaliar o efeito da pré-incubagdo com indometacina (inibidor ndo seletivo da COX),
L-NAME (inibidor nao seletivo da enzima 6xido nitrico sintase) e tiron (conversor de anion
superdxido em perdxido de hidrogénio) sobre a resposta contratil & fenilefrina em segmentos
de aorta toracica de ratas Wistar com deficiéncia estrogé€nica suplementadas com extrato de
linhaca e amoreira.

- Avaliar os efeitos da suplementagdo com linhaga ou amoreira sobre o relaxamento vascular
promovido pela acetilcolina em segmentos de aorta toracica de ratas Wistar com deficiéncia
estrogénica.

- Investigar o efeito da suplementagdo com extratos de linhaca e amoreira na concentragao de
hidroperdxidos (H,0,) e na atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD)

e catalase (CAT) na artéria aorta toracica de ratas com deficiéncia estrogénica.
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SEGUNDA PARTE: ARTIGO - Efeitos da suplementagdo com extratos de linhaca ou
amoreira na fun¢do vascular e no estresse oxidativo de artérias aortas toracicas de ratas com

deficiéncia estrogénica

RESUMO

INTRODUCAO: A deficiéncia estrogénica contribui para a disfungdo endotelial por meio da
reducdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico e do aumento do estresse oxidativo,
favorecendo o desenvolvimento de doengas cardiovasculares como hipertensdo arterial e
aterosclerose. Embora estudos clinicos e experimentais demonstrem efeitos cardioprotetores
dos estrogénios, o tratamento exdgeno com estradiol pode aumentar o risco de desenvolver
doengas cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres, o que limita sua utilizagao
na terapia de reposi¢do hormonal. Assim, a busca por produtos naturais com potenciais
respostas antioxidantes, anti-inflamatorias e vasodilatadoras, tem sido de grande interesse,
com intuito de trazer beneficios para o organismo com deficiéncia estrogénica e
consequentemente cardioprote¢do. OBJETIVO: Identificar os compostos fendlicos presentes
nos extratos de linhaga ou de amoreira, bem como investigar a a¢do vascular da
suplementagio com esses extratos em ratas Wistar com deficiéncia estrogénica. METODOS:
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para determinar os compostos
fendlicos presentes nos extratos de linhaca e amoreira. Ratas Wistar adultas foram divididas
em cinco grupos experimentais, sendo um grupo com animais em proestro que tiveram
cirurgia simulada e foram tratados com salina (SHAM) e 04 grupos ovariectomizados tratado
com salina (OVX); estradiol (E2; 5 pg/kg/dia); extrato de linhaga (Flaxseed; 400 mg/kg/dia);
ou extrato de amoreira (Mulberry; 400 mg/kg/dia). Foram realizadas curvas de
concentragdo-resposta para avaliar a resposta contratil desencadeada por fenilefrina e a
resposta vasodilatadora desencadeada por acetilcolina. Assim como, foi avaliado o efeito da
pré-incubacao com indometacina, L-NAME e Tiron sobre a resposta contratil a fenilefrina na
artéria aorta toracica dos animais. A concentragdo de hidroperdxidos e a atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram determinadas na
artéria aorta toracica. Os dados foram analisados utilizando a ANOVA one-way ou two-way
seguido pelo teste de Bonferroni, e foram considerados estatisticamente significativos se
p<0,05. RESULTADOS: Por meio do HPLC foi observado a presenga de trigonelina, acido
géalico e 4acido p-cumdrico no extrato de linhaca, enquanto no extrato de amoreira foram
identificados acido galico, teobromina, acido clorogénico e acido siringico. A deficiéncia
estrogénica aumentou a vasoconstri¢do das artérias aorta toracicas em resposta a fenilefrina,
mas nao alterou o relaxamento vascular. A realiza¢do da ovariectomia aumentou a produgao
de radicais livres apos 8 semanas de deficiéncia de estrogénio. O tratamento com estradiol ou
a suplementacdo com extrato de linhaca ou amoreira nos animais ovariectomizados reduziu a
contragdo vascular induzida por fenilefrina de forma dependente da modulagao da 6xido
nitrico sintase e da protecdo contra danos oxidativos. A suplementacdo com estes extratos
reduziu a concentragdo de peroxido de hidrogénio, assim como a suplementagdo com extrato
de linhaga aumentou a atividade da enzima superdéxido dismutase, na aorta toracica.
CONCLUSAO: Os resultados sugerem que a suplementagdo com extratos de linhaga ou
amoreira pode promover protecao vascular na deficiéncia estrogénica por meio da reducdo da
resposta vascular contratil e do estresse oxidativo. Além disso, a suplementacdo com extrato
de linhaga demonstrou maior eficacia.

Palavras-chave: Estrogenos; Nutracéuticos; Reatividade vascular; Estresse Oxidativo.
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PART TWO: ARTICLE - Effects of flaxseed or mulberry extract supplementation on

vascular function and oxidative stress in the thoracic aortas of estrogen-deficient rats

ABSTRACT

INTRODUCTION: Estrogen deficiency contributes to endothelial dysfunction by reducing
nitric oxide bioavailability and increasing oxidative stress, favoring the development of
cardiovascular diseases such as hypertension and atherosclerosis. Although clinical and
experimental studies demonstrate the cardioprotective effects of estrogens, exogenous
treatment with estradiol can increase the risk of developing cardiovascular diseases and breast
cancer in some women, limiting its use in hormone replacement therapy. Thus, the search for
natural products with potential antioxidant, anti-inflammatory, and vasodilator responses has
been of great interest, aiming to bring benefits to the estrogen-deficient organism and
consequently cardioprotection. OBJECTIVE: To identify the phenolic compounds present in
flaxseed or mulberry extracts, as well as to investigate the vascular action of supplementation
with these extracts in estrogen-deficient Wistar rats. METHODS: High-performance liquid
chromatography (HPLC) was used to determine the phenolic compounds present in flaxseed
and mulberry extracts. Adult Wistar rats were divided into five experimental groups, one
group with animals in proestrus that underwent sham surgery and were treated with saline
(SHAM) and four ovariectomized groups treated with saline (OVX); estradiol (E2; 5
pg/kg/day); flaxseed extract (Flaxseed; 400 mg/kg/day); or mulberry extract (Mulberry; 400
mg/kg/day). Concentration-response curves were performed to evaluate the contractile
response triggered by phenylephrine and the vasodilatory response triggered by acetylcholine.
Likewise, the effect of pre-incubation with indomethacin, L-NAME, and Tiron on the
contractile response to phenylephrine in the thoracic aorta of the animals was evaluated. The
concentration of hydroperoxides and the activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) were determined in the thoracic aorta. The data were
analyzed using one-way or two-way ANOVA followed by the Bonferroni test, and were
considered statistically significant if p<0.05. RESULTS: Through HPLC, trigonelline, gallic
acid, and p-coumaric acid were observed in the flaxseed extract, while gallic acid,
theobromine, chlorogenic acid, and syringic acid were identified in the mulberry extract.
Estrogen deficiency increased vasoconstriction of the thoracic aortas in response to
phenylephrine but did not alter vascular relaxation. Ovariectomy increased the production of
free radicals after 8 weeks of estrogen deficiency. Treatment with estradiol or supplementation
with flaxseed or mulberry extract in ovariectomized animals reduced the vascular contraction
induced by phenylephrine in a manner dependent on the modulation of nitric oxide synthase
and protection against oxidative damage. Supplementation with these extracts reduced the
concentration of hydrogen peroxide, as well as supplementation with flaxseed extract
increased the activity of the enzyme superoxide dismutase, in the thoracic aorta.
CONCLUSION: The results suggest that supplementation with flaxseed or mulberry extracts
can promote vascular protection in estrogen deficiency through the reduction of vascular
contractile response and oxidative stress. Furthermore, supplementation with flaxseed extract
demonstrated greater efficacy.

Keywords: Estrogens; Nutraceuticals; Vascular reactivity; Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida, os sinais e sintomas decorrentes da
menopausa, que geralmente se inicia entre os 45 ¢ 55 anos de idade, tornou-se cada vez mais
longos e impactantes na vida das mulheres (CARTER; MERRIAM, 2023; EL KHOUDARY;
NASR, 2022; SANTORO et al, 2021). A menopausa tipicamente ocorre apos se passado 12
meses desde a ultima menstruagdo da mulher ou por remocao cirtrgica dos ovarios, no qual
ocorre a reducdo das concentragdes de estrogénios e progesterona (CARTER; MERRIAM,
2023; SANTORO et al, 2021). Essa redu¢do hormonal, assim como alteracdes na expressao e
na atividade de receptores para estrogénios, entdo associada com diversos sinais e sintomas,
como por exemplo, ondas de calor, sudoreses noturnas, insonia, altera¢cdes de humor,
diminui¢do da libido, ansiedade, osteoporose e aumento do risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (GEORGIEVA et al, 2022; LEE et al, 2022; O’NEILL; EDEN, 2012;
PAKDEL et al, 2023; YU et al, 2022).

Os estrogénios, via receptores para estrogénio alfa (ERa), beta (ERP) ou da proteina G
(GPER), podem desencadear eventos de sinalizagdao celular, modulando a expressao génica,
recrutando co-reguladores ou por vias ndo gendmicas, promovendo agdes celulares
especificas como a expressdo da 6xido nitrico sintase e de enzimas antioxidantes (SMITH,;
O’MALLEY, 2004; ZHU et al, 2023). Estas acdes podem estimular, por exemplo, a sintese de
oxido nitrico (NO) e exercer efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios nas células endoteliais
(SHI; LEUNG, 2020; JUNIOR et al, 2017). Dessa forma, a deficiéncia estrogénica pode
contribuir para a disfun¢do endotelial por meio da redugdo da biodisponibilidade de NO e do
aumento do estresse oxidativo, favorecendo o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
como hipertensao arterial e aterosclerose (BIANCHI et al, 2006; ROSSI et al, 2008 SHI;
LEUNG, 2020).

Embora estudos clinicos e experimentais demonstrem efeitos cardioprotetores dos
estrogénios, o tratamento exdgeno com estradiol pode aumentar o risco de desenvolver
doencas cardiovasculares e cancer de mama em algumas mulheres (FAUBION et al, 2022;
ROSSOUW et al, 2002; SALPETER et al, 2009), o que limita a utilizagdo da terapia de
reposi¢cdo hormonal. Por outro lado, estudos demonstram que metabdlitos secundarios
encontrados em alimentos funcionais, como 0s compostos fenolicos, exercem beneficios
cardiovasculares, incluindo a¢des vasodilatadoras, antioxidantes e antiproliferativas (SHAITO

et al, 2020; SANCHEZ-MARTINEZ et al, 2021).
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Dados demonstram que extratos de linhaga ou amoreira apresentam elevada
concentragcdo de compostos fenolicos e propriedades antioxidantes (PETRINE et al, 2022), o
que poderia atuar na prevengdo da disfuncdo endotelial promovida pela deficiéncia
estrogénica (OLIVEIRA et al, 2020a). Em ratas ovariectomizadas a suplementagao com esses
extratos promoveu menor ganho de peso, predominio de células epiteliais vaginais no lavado
vaginal, melhora do perfil lipidico de forma semelhante aos animais ovariectomizados
tratados com estrogénio (PETRINE et al, 2022). Além disso, em ratas diabéticas, a
suplementagdo com extrato de linhaga preveniu o aumento da contragdo vascular das artérias
aorta toracicas por mecanismos dependentes de 0xido nitrico e prostaglandinas (TARHAN et
al, 2021). Assim como, a administracao do extrato do fruto da amoreira preta em camera de
orgdos promoveu efeitos benéficos na fun¢do vascular, reduzindo a contratilidade da artéria
aorta de ratos exposta ao peroxinitrito (SERRAINO et al, 2003).

Em humanos, o consumo da semente de linhaga (Linum usitatissimum L.) e da folha
de amoreira preta (Morus nigra L.) sdo associados com alivio dos sintomas associados a
deficiéncia estrogénica (BLASZCZUK et al, 2022; COSTA et al, 2020; GHAZANFARPOUR
et al, 2016). A semente da linhaca, por exemplo, foi associada com melhorias no perfil
lipidico, bem como redugdo da frequéncia e intensidade de ondas de calor e suores noturnos
em mulheres na menopausa (BLASZCZUK et al, 2022; GHAZANFARPOUR et al, 2016).
Assim como, um ensaio clinico randomizado realizado com 62 mulheres no climatério
observou que o consumo de 250 mg do p6 de folha de Morus nigra L. por 60 dias promoveu
melhorias nos sintomas do climatério (como ondas de calor e insonia) e melhorias na
qualidade de vida (avaliada pelo questionario SF-36 que abrange oito dominios, incluindo
aspectos fisicos, emocionais e sociais) de forma semelhante as mulheres tratadas com 1 mg de
estradiol (COSTA et al, 2020).

Portanto, o presente estudo tem por objetivo identificar os compostos fenodlicos
presentes nos extratos de linhaca (Linum usitatissimum L.) ou de amoreira (Morus nigra L.),
bem como investigar os efeitos da suplementagdo com esses extratos sobre a fung¢ao vascular

em um modelo animal com deficiéncia estrogénica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e preparo das solu¢oes administradas

2.1.1 Extratos de Linhaca e Amoreira

Sementes de linhaca (Linum usitatissimum L.) do tipo marrom e folhas, caules e
peciolos de amoreira (Morus nigra) foram adquiridas na empresa Agranel Armazém
Comercio De Alimentos Ltda (CNPJ: 22.094.724/0001-84) e na empresa Botica Ché da Terra
Ltda (CNPJ 64.178.445/0001-49; Lote: AMORRO01/0124), respectivamente. O preparo do
extrato de linhaca e de amoreira foi realizado no Laboratério de Analise de Alimentos
localizado no Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As
sementes de linhaga e as folhas, caules e peciolos da amoreira foram triturados separadamente
em liquidificador da marca Philips Walita até a obten¢do de uma farinha que, em seguida, foi
peneirada em uma peneira de 20 mesh. Trinta gramas destas pequenas fragdes de linhaga e
amoreira foram pesadas para a realizagdo da extragao.

O extrato de linhaga foi obtido por meio da metodologia descrita por Galvao e
colaboradores (GALVAO et al, 2008). As pequenas fracdes de linhaga foram misturadas em
éter etilico na propor¢ao 1:20, levadas para a agitacdo por uma hora e filtradas a vacuo. O
extrato seco (precipitado 1) resultante foi misturado em alcool etilico (propor¢ao 1:20), levado
para a agitagdo por uma hora e filtrado a vacuo. O precipitado 2 foi misturado em agua
destilada (propor¢ao 1:20), levado a agitacdo por 1 hora e filtrado a vacuo. O precipitado 3
formado foi descartado e o extrato aquoso foi armazenado em frasco &mbar envolto por papel
aluminio e acondicionado na geladeira a 4° Celsius.

A metodologia de Meng e colaboradores e adaptada para a amoreira por Petrine e
colaboradores por foi utilizada para preparar o extrato de amoreira (MENG et al, 2012;
PETRINE et al, 2022). As pequenas fracdes de folhas, caules e peciolos de amoreira foram
misturados em etanol 95% (propor¢ao 1:20) por trés horas em uma temperatura de 60-70 °C.
Em seguida, a amostra foi concentrada em um evaporador rotativo a vacuo até a obtencao de
um extrato seco. O extrato foi ressuspendido em 135 ml de 4gua destilada, filtrado a vacuo e
armazenado em frasco ambar envolto por papel aluminio e acondicionado na geladeira a 4 °C.

A administracao do extrato de linhaca (SAWANT; BODHANKAR, 2016) e do extrato
de amoreira (DO et al, 2008) foi realizada na dose de 400 mg/kg/dia, via gavagem, por 60
dias (PETRINE et al, 2022).
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2.1.2 Estrogénio

Comprimido contendo 1 mg de 17-beta-estradiol (Natifa, Libbs Farmacéutica) foi
macerado e diluido em 400 ml de salina. Em seguida, a solucdo foi envasada em frasco
protegido da luz e acondicionada a 4° Celsius (PETRINE et al, 2022). O estrogénio foi
administrado, via gavagem, na dose de 5 pg/kg/dia (RAMIREZ-HERNANDEZ et al, 2024)
por 60 dias.

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (DAD) e
detector de indice de refragdo (RID) foi utilizada para determinar o perfil e a quantidade de
compostos fenolicos dos extratos utilizados. As andlises cromatograficas foram realizadas na
Central de Anadlises e Prospeccdo Quimica, localizada no Departamento de Quimica da
UFLA. Os extratos de linhaga e amoreira foram diluidos em agua destilada nas respectivas
proporc¢oes 1:10 e 1:100. Em seguida, trés repeticdes de cada amostra (extrato de linhaga ou
de amoreira) e uma de agua destilada (branco) foram filtradas utilizando filtros de seringa de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 um, acondicionadas em vails e injetadas no sistema
cromatografico. O tempo de retencao dos padrdes foi utilizado para verificar a presenga dos
seguintes compostos: acido clorogénico; cafeina; trigonelina; acido gélico; catequina; acido
cafeico; acido cumadrico; 4cido clorogénico; 4cido siringico; quercetina; campferol; cianidina
e teobromina. A quantificagdo dos compostos foi realizada por meio da construgdo de curvas
analiticas obtidas por regressdo linear, considerado o coeficiente de determinagdo (R*) médio

de 0,99.

2.3 Animais

Foram utilizadas ratas adultas (10 semanas; 250-300g) heterogéneas da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus) adquiridos no Biotério da Universidade Federal de Sdo Joao
del-Rei (UFSJ, Sao Jodo del-Rei, Brasil). Os animais foram acondicionados em caixas
plésticas (50x60x22 cm) contendo quatro animais em cada. O ambiente era controlado com

temperatura de 22+2°C e mantido em ciclo claro/escuro (12/12 horas), com acesso a ragao
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comercial padriio e dgua a ad libitum. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Pro-reitoria de Pesquisa da UFLA sob o niumero de protocolo 071/19.

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais, sendo um grupo com
animais com cirurgia simulada e tratados com salina (SHAM; n =7) e 04 grupos
ovariectomizados e tratados com salina (OVX; n=9); estradiol (E2; n=9); extrato de linhaga

(Flaxseed; n = 9); ou extrato de amoreira (Mulberry; n=10).

2.4 Ovariectomia bilateral

A ovariectomia bilateral ¢ uma técnica cirargica muito utilizada em pesquisas
pré-clinicas em modelo animal para mimetizar as alteragdes hormonais vivenciadas no
organismo feminino durante a menopausa (GEORGIEVA et al, 2022; YU et al, 2022).
Resumidamente, apds a administragdo intraperitoneal de Xilazina (10 mg/kg) e Ketamina (90
mg/kg) foi realizada uma incisdo bilateral entre a ultima costela e a coxa das ratas. Em
seguida, os ovarios foram exteriorizados e removidos. As incisdes foram suturadas com fio de
algoddo preto Suturim 5 mm e os animais receberam uma dose profilatica de Pentabiotico
Veterinario (0,2 ml/rata, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios Ltda) e do anti-inflamatério
e analgésico flunixina (2,5 mg/kg, Banamine, Chemitec Agro-Vetrinaria Ltda). No grupo
SHAM, foi realizado o mesmo procedimento, porém sem a retirada dos ovarios. Durante 7

dias apos a realizacdo da ovariectomia bilateral, as ratas permaneceram em recuperacao.

2.5 Ciclo estral

O ciclo estral de roedores ¢ dividido em quatro fases, sendo elas: metaestro (ou diestro
I), diestro (ou diestro II), proestro e estro (AJAYI; AKHIGBE, 2020; JAIMES et al, 2019). No
dia da eutandsia, foi verificado a fase do ciclo estral dos animais do grupo SHAM por meio da
realizacdo do lavado vaginal. As células epiteliais vaginais foram avaliadas em microscéopio
optico da marca Olympus CX22 RFS2, com objetiva de 10 e 40X (VILELA; JUNIOR; SILVA,
2007). Todos os experimentos conduzidos no grupo SHAM foram realizados em animais que
apresentavam células vaginais correspondentes a fase de proestro. A fase de proestro ¢

marcada pelo aumento das concentragdes de estrogénio (AJAYT; AKHIGBE, 2020)
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2.6 Eutanasia

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com solucdo inalatoria
(Isoflurano, BioChimico) e decapitados. A artéria aorta toracica foi dissecada e seccionada

para realizacdo do teste de reatividade vascular e de andlises de estresse oxidativo.

2.7 Reatividade Vascular

Artérias aorta tordcica foram dissecadas, retiradas a gordura perivascular e
seccionadas em anéis de 4 mm. Os anéis foram suspensos em banho de 6rgdo contendo
solugdo de Krebs-Henseleit (contendo 118,0 mM de NaCl, 25,0 mM de NaHCO3, 11,1 mM
de glicose, 4,7 mM de KCI, 1,2 mM de KH2PO4, 1,2 mM de MgS0O4.7H20 ¢ 2,5 mM de
CaCl2) a 37 °C, pH 7,4 e aerado continuamente com uma mistura de 95% de oxigénio e 5%
de gas carbdnico sobre tensdo de repouso de lg, que foi ajustada a cada 15 min durante 60
minutos. A tensdo isométrica foi registrada utilizando um transdutor de deslocamento de forga
(Ugo Basile, Comércio, VA, Itdlia) conectado a um sistema de aquisi¢do (Data Capsule
Digital Recorder 17400, Ugo Basile).

Ap6s estabilizacdo de 1 hora, todos os aneis foram expostos duas vezes a solucao de
Krebs-Henseleit de 90 mM de KCIl para avaliar, respectivamente, a integridade funcional e a
tensdo maxima desenvolvida. Em seguida, a integridade endotelial foi avaliada com
acetilcolina (10°) em anéis contraidos previamente com fenilefrina (107). Os anéis foram
considerados integros quando o relaxamento promovido pela acetilcolina foi superior a 70%
(MORALIS et al, 2019). Nos anéis integros foram realizadas curvas de concentragdo-resposta
para avaliar a resposta contratil desencadeada por fenilefrina (10'° - 10”°), um agonista alfa 1-
adrenérgico, e a resposta vasodilatadora desencadeada por acetilcolina (10 - 107 M) apos
uma pré-contragdo com fenilefrina (10* M) ou apds uma pré-contragdo com solugdo de
Krebs-Henseleit de 60 mM de KCI (JUNIOR et al, 2017).

A participagdo do oOxido nitrico, das prostaglandinas e das espécies reativas ao
oxigénio na resposta contratil desencadeada por fenilefrina (10'° - 10 M) foi avaliada apos
pré-incubacao por 20 minutos com, respectivamente, inibidor ndo seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) (L-NAME, 10* M) (BRAGA et al, 2015), indometacina (10° M), um
inibidor ndo-seletivo da ciclooxigenase (COX) e Tiron (10* M), um conversor de &nion

superoxido em peroxido de hidrogénio (OLIVEIRA et al, 2020b).
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2.8 Estresse oxidativo

A aorta toracica foi imersa em solugdo de Krebs-Henseleit gelada para remover o
sangue. Com o auxilio de um homogeneizador de tecidos, 20mg de artéria aorta toracica
foram homogeneizados em 200ul de tampao KH,PO, + K,HPO,. O homogenato resultante foi
centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi retirado,
aliquotado e armazenado em -80°C. As concentracdes de proteina do homogenato foram
determinadas pela técnica de Bradford (BRADFORD, 1976). A concentragdo de
hidroperoxido foi determinada pela técnica de Banerjee et al (2002). A atividade da
superoxido dismutase (SOD) foi baseada na capacidade da enzima em inibir o superéxido
(Oy) e, portanto, diminuir a razdo de autooxidacao do pirogalol (DIETERICH et al., 2007). A
atividade da catalase (CAT) foi medida pela decomposic¢ao do peroxido de hidrogénio (H,O,)
durante um minuto a um comprimento de onda de 240 mm (AEBI et al, 1994; NELSON;
KIESOW, 1972).

2.9 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). As respostas
contrateis a fenilefrina foram expressas como porcentagem da resposta maxima induzida por
90 mM KCI, enquanto as respostas vasodilatadoras a acetilcolina foram expressas como
porcentagem de relaxamento das artérias pré-contraidas com KCI 60 mM ou com fenilefrina.

O efeito maximo (R,,,) € a concentracdo de agonista que produz 50% da resposta
maxima (log ECs,) de cada curva de concentragdo-resposta foram calculados através da
analise de regressao nao linear (GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
As sensibilidades do antagonista foram expressas como pD, (-log ECs). O delta da area sobre
a curva (AAUC) foi expresso pela diferenga entre a contragao com inibidor e sem inibidor.

Os dados foram analisados usando a ANOVA one-way ou two-way seguido pelo teste

de Bonferroni, foram considerados estatisticamente significativos se p < 0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
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A analise cromatografica dos compostos fendlicos no extrato de linhaca identificou a
presenga de trigonelina, acido galico e acido p-cumarico, enquanto no extrato de amoreira
foram identificados acido gélico, teobromina, acido clorogénico e acido siringico (FIGURA
1). Conforme demonstrado na figuras 1, picos de outros compostos foram observados no
cromatograma, entretanto, ndo conseguimos identificad-los pelo fato de ndo possuirmos

padrdes compativeis com os demais tempos de retengao.

Figura 1 - Cromatograma de HPLC-DAD do extrato de linhaga (A) e amoreira (B).
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Legenda: Azul - curvas padrdes; Rosa, verde e vermelho - curvas dos compostos presentes no extrato

de linhaca observadas na primeira, segunda e terceira repeticdo, respectivamente; 1- Trigonelina; 2 -

Acido galico; 3 - Acido p-cumérico; 4 - Teobromina; 5 - Acido clorogénico e 6 - Acido siringico.
Fonte: Dos autores (2024).

A quantidade de compostos fenolicos presentes nos extratos de linhaca e de amoreira

sdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 - Identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos de
linhaca e amoreira

Composto Extrato de linhaga (mg/L) Extrato de amoreira (mg/L)
Trigonelina 2,766 -
Acido gélico 0,591 0,076
Teobromina - 0,375
Acido clorogénico - 4,550
Acido siringico - 0,002
Acido p-cumarico 0,033 -

Fonte: Do autor (2024).
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3.2 Reatividade Vascular

A contragdo maxima induzida pela administragao de solugao de Krebs-Henseleit de 90
mM de KCI em anéis aorticos, ndo apresentou diferengas estatisticas entre os grupos

(FIGURA 2).

Figura 2 - Efeito méximo da contragdo com solugdo de Krebs-Henseleit de 90 mM de KCl em
anéis adrticos dos grupos SHAM, OVX, E2, Flaxseed e Mulberry.
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0
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relagdo ao grupo OVX por ANOVA de one-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024)

O relaxamento induzido por acetilcolina (Ach) nos anéis aorticos pré-contraidos com
fenilefrina ou com solu¢ao de Krebs-Henseleit de 60 mM de KCl, ndo apresentou alteracdo
entre os grupos (FIGURA 3). Sob estas condi¢des, ndo foram demonstradas alteragdes no
efeito méximo e no pD, das curvas concentragdo-resposta a acetilcolina nos diferentes grupos

estudados (TABELA 2).
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Figura 3 - Curva concentragdo-resposta a Acetilcolina (Ach) em anéis adrticos dos animais
em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados com salina (OVX), estrogénio (E,), ou
extratos de linhaga (Flaxseed) e de amoreira (Mulberry).
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Legenda: Curvas cumulativas concentragdo-resposta desencadeada por acetilcolina (102 - 107 M) apds
uma pré-contragdo com (A) fenilefrina (10 M) ou com (B) solugido de Krebs-Henseleit de 60 mM de

KCI por ANOVA de two-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).

Tabela 2 - Efeitos dos tratamentos no efeito méximo (R,,,,) a acetilcolina e no logaritmo da
concentragdo de acetilcolina resultando em 50% do Rmax (pD,) em anéis adrticos apds uma
pré-contra¢do com (A) fenilefrina (10* M) ou com (B) solu¢ido de Krebs-Henseleit de 60 mM

de KCI (B).

Sham ovXx E2 Flaxseed Mulberry
Rpx A 96,32+ 1,76 96,42+ 2,33 96,67+ 2,08 101,63+ 1,03 98,98 + 1,53
B 22,36+4,79 17,52+2,43 20,94+1,40 19,64+2,74 19,43+2,50
pD, A 7,28+0,13 7,57 £ 0,09 7,77+0,23 7,67+0,34 7,58+0,06
B 6,60+1,36 5,90+0,17 6,13+0,15 5,88+0,15 5,50+0,23
AUC A 319,38+15,78 320,26+24,68  339,77+24,84  344,91+£23,07 342,01+17,42

B 66,72+5,94 51,34+7,22 64,37+4,69 59,93+9,24 51,7249,78

Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. por ANOVA de one-way seguida pelo
teste de Bonferroni.

Fonte: Dos autores (2024).

Animais deficientes de estrogenos (OVX) demonstraram aumento na contragdo
induzida por fenilefrina em relacdo aos animais em proestro (p<0,5), enquanto os animais
tratados com estrogénio (p<0,01), extratos de linhaga (p<0,001) ou amoreira (p<0,001)
demonstraram redugdo na contragdo induzida por fenilefrina em relagdo aos animais OVX.
Além disso, os animais tratados com extrato de linhaca demonstraram menor contragdo

vascular em relagdo aos animais em proestro (p<0,01), tratados com estrogénio (p<0,001) ou
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extrato de amoreira (p<0,01) (FIGURA 4). Assim como, o tratamento com linha¢a promoveu

reducdo do efeito maximo quando comparado ao grupo OVX (p<0,01) (Tabela 3).

Figura 4 - Curva concentragao-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis adrticos dos animais em
proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados com salina (OVX), estrogénio (E,), ou extratos
de linhaga (Flaxseed) e de amoreira (Mulberry).
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias = SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; (#) diferenca significativa para p<0,05 em relagdo ao grupo OVX; (@)
diferenga significativa para p<0,05 em relacdo aos grupos Mulberry e E, por ANOVA de two-way
seguida pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dos autores (2024).

Tabela 3 - Efeitos dos tratamentos no efeito maxima R,,,, a fenilefrina e no pD, em anéis
aorticos apos dos grupos SHAM, OVX, E2, Flaxseed € Mulberry.

Sham ovX E2 Flaxseed Mulberry

Riax 43,89+ 3,87 58,22+ 2,85 44,22+ 2,10 27,83+ 3,91 * 40,89+ 7,03

pD, 6,67+ 0,11 6,50+ 0,12 6,70+ 0,05 6,85+ 0,14 6,54+ 0,14

AUC 74,56+9,76 87,00+£5,419 75,58+4,72 50,31+6,65 67,39+11,84

Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relagdo ao grupo OVX por ANOVA de one-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).

Produtos derivados da ciclooxigenases (COX) modulam a vasodilatacdo e a
vasoconstricdo (CRESCENTE et al, 2019). A participacdo dos prostandides nas respostas
contrateis induzidas por fenilefrina foi avaliada apds incubacdo dos anéis adrticos com
indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX. O animais em proestro demonstraram maior
contragdo na presenca de indometacina em relagcdo aos tratados com estrogénio (p<0,001),
linhaca (p<0,001), amoreira (p<0,001) ou OVX (p<0,01) (FIGURA 4). Além disso, apos a

incubagdo com indometacina, animais ovx tratados com linhaga apresentaram um efeito
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maximo reduzido quando comparados aos animais em proestro (Flaxseed: 42,95+ 6,01;

SHAM:77,99+ 2,35; p<0,05) (TABELA 4).

Figura 4 - Curva concentracdo-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis adrticos pré-incubados
com INDO dos animais em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados com salina
(OVX), estrogénio (E2), ou extratos de linhaga (Flaxseed) e de amoreira (Mulberry).
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relagdo ao grupo SHAM; (#) diferenga significativa para p<0,05 em relagdo a pré-incubagdo com
INDO por ANOVA de two-way seguida pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dos autores

(2024).
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Tabela 4 - Efeitos dos tratamentos no R, € no pD, induzidos por Phe em anéis adrticos
pré-incubados com INDO dos grupos SHAM, OVX, E2, Flaxseed ¢ Mulberry.

Sham OovX E2 Flaxseed Mulberry

Riax 77,99+ 2,35 50,83+10,35 43,82+4,30 42,95+ 6,01* 38,05+ 9,20

pD, 6,85+0,10 6,68+0,06 6,72+0,06 7,03+0,18 6,7+ 0,15

AAUC 46,84+5,01 4,75+4,22* -3,655+9,20%* 22,20+7,28 1,827+4,37*

Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; por ANOVA de one-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).

A incubacao com L-NAME aumentou a contragdo induzida por fenilefrina em todos
os grupos estudados (p<0,001). Os animais suplementados com extrato de linhaca
apresentaram maior contragdo na presenga de L-NAME quando comparado com os animais
tratados com E,, indicando uma maior participagdo do 6xido nitrico (NO) no efeito de
diminui¢do da contragdo induzida por fenilefrina nos animais tratados com linhaga (p<0,05)
(FIGURA 6F). O bloqueio ndo seletivo da NOS nao promoveu diferencas significativas no
R...x ou no pD, dos diferentes grupos (TABELA 5)
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Figura 6 - Curva concentragdo-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis adrticos pré-incubados
com L-NAME dos animais em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados com salina
(OVX), estrogénio (E2), ou extratos de linhaca (Flaxseed) e de amoreira (Mulberry).
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relacdo ao grupo Flaxseed; (#) diferenca significativa para p<0,05 em relagdo a pré-incubag¢do com

L-NAME por ANOVA de two-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).
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Tabela 5 - Efeitos dos tratamentos no R, e no pD, induzidos por Phe em anéis aorticos
pré-incubados com L-NAME dos animais em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados
com salina (OVX), estrogénio (E2), ou extratos de linhaca (Flaxseed) e de amoreira
(Mulberry).

Sham OovX E2 Flaxseed Mulberry

Ryax 140,88+ 8,92 140,58+6,37 127,28+4,30 154,83+ 12,57 143,94+ 7,82

pD, 7,43%0,09 7,00+0,11 7,09+0,07 7,02+0,08 7,30+ 0,08

AAUC  268,95+36,36 197,12+27,60 187,8449,28 264,52+25,52 263,18+22,50

Legenda: Os resultados sdo expressos como médias = SEM por ANOVA de one-way seguida pelo
teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).

A incubagdo com Tiron, um conversor de anion superoxido em peroxido de
hidrogénio, aumentou a contragdo induzida por fenilefrina nos animais em proestro (p<0,05),
OVX (p<0,001) e tratados com linhaga (p<0,001) (FIGURA 7). Os animais tratados com E,
(p<0,01), linhaga (p<0,05) ou amoreira (p<0,01) apresentaram resposta maxima reduzida
quando comparados ao grupo OVX (TABELA 6). Estes achados sugerem que o tratamento
com E, e a suplementacdo com os extratos estudados preveniu o aumento da contragdo
desencadeada pelo peroxido de hidrogénio, assim como a suplementagdo com linhaca reduziu

a resposta maxima desencadeada pela acao do peroxido de hidrogénio.
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Figura 7 - Curva concentragdo-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis adrticos pré-incubados
com Tiron dos animais em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados com salina (OVX),
estrogénio (E2), ou extratos de linhaga (Flaxseed) e de amoreira (Mulberry).
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relagdo ao grupo OVX; (#) diferenca significativa para p<0,05 em relagdo a pré-incuba¢ao com Tiron
por ANOVA de two-way seguida pelo teste de Bonferroni.
Fonte: Dos autores (2024).
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Tabela 6 - Efeitos dos tratamentos no R, e no pD, induzidos por Phe em anéis aorticos
pré-incubados com TIRON dos animais em proestro (SHAM), ovariectomizados e tratados
com salina (OVX), estrogénio (E2), ou extratos de linhaca (Flaxseed) e de amoreira
(Mulberry).

Sham OovX E2 Flaxseed Mulberry

Ryax 63,14+ 6,32 84,65+10,35 55,50+2,80* 57,91+ 7,48* 56,29+ 4,45%*

pD, 7,03+0,22 6,50+0,09 6,65+0,12 6,62+0,18 6,68+ 0,15

AAUC  66,21£12,12 42,04+10,30 11,63+8,71 45,64+10,79 0,76215,56#

Legenda: Os resultados sdo expressos como médias = SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relacdo ao grupo OVX; (#) diferenca significativa para p<0,05 em relagdo ao grupo SHAM por
ANOVA de one-way seguida pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dos autores (2024).

3.3 Estresse oxidativo

A produgdo de hidroperoxidos (H,0O,) foi maior nas aortas dos animais deficientes de
estrogénio, assim como a reposi¢ao de estrogénio e a suplementagdo com extratos estudados
foram capazes de restaurar as concentragdes de H,0, de forma semelhante aos animais em
proestro (FIGURA 8A). A atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) também foi analisada, e os animais tratados com linhaca apresentaram maior agdo da
SOD quando comparado aos outros grupos estudados (FIGURA 8B), enquanto ndo houve

diferengas significativas na a¢do da CAT entre os grupos (FIGURA 8C).

Figura 8 - Atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e concentracao de hidroperoxido nas artérias aorta toracicas.
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Legenda: Os resultados sdo expressos como médias + SEM. (*) diferenca significativa para p<0,05 em
relacdo ao grupo OVX por ANOVA de one-way seguida pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dos autores (2024)
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia revelou a presenca de
trigonelina, acido galico e 4cido p-cumarico no extrato de linhaga, enquanto no extrato de
amoreira foi demonstrado a presenga de acido galico, teobromina, 4cido clorogénico e acido
siringico (FIGURA 1). Em células H9¢2 derivadas do tecido cardiaco embrionario de rato,
por exemplo, a trigonelina promoveu prote¢ao contra o estresse oxidativo e apoptose induzido
por H,O, (ILAVENIL et al, 2015). Assim como, Omidi-Ardali e colaboradores (2019)
demonstraram que o tratamento com trigonelina aumentou a capacidade antioxidante, reduziu
a peroxidacdo lipidica, atenuou danos epiteliais e infiltragao de células inflamatorias no colon
e no coracao de camundongos machos com colite induzida por sulfato de dextrano sdédico
(OMIDI-ARDALI et al, 2019).

Em roedores fémeas, a deficiéncia estrogénica promove aumento da expressdo de
enzimas do complexo NADPH oxidase (NOX), enzimas capazes de produzir espécies reativas
de oxigénio (ERO), e a reducdo na sintese da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
(JUNIOR et al, 2017; WANG et al, 2012). Em camundongos machos tratados com
angiotensina II, a suplementacdo com 4cido galico promoveu reducgdo da pressado arterial e do
RNA mensageiro (RNAm) para NOX4, e aumento da expressdo de eNOS e liberagdo de
oxido nitrico (NO), restaurando a vasodilatagao induzida por acetilcolina (YAN et al, 2020).
Assim como, foi demonstrado que a suplementacdo com 4cido gélico reduziu a hipertrofia
cardiaca e restaurou as concentragdes de superdxido dismutase (SOD) nos coragdes de ratos
machos com hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol (SHACKEBAEI et al, 2022).

O 4cido p-cumadrico ¢ um polifenol que possui varias aplicagdes medicinais que sao
associadas a efeitos cardioprotetores (ABDEL-WAHAB et al, 2003; PRASANNA; RASOOL,
2014). A suplementacdo com acido p-cumérico promoveu reducdo da expressio de mRNA
para citocinas pro-inflamatorias (como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa e a
interleucina 1 beta) e reducdo do estresse oxidativo no coragao de ratos (ABDEL-WAHAB et
al, 2003, PRASANNA; RASOOL, 2014).

A suplementagdo com acido clorogénico em ratos tratados com dieta rica em gordura e
carboidratos reduziu a ingestdo alimentar e a gordura retroperitoneal, além de restaurar a
pressao arterial sistolica, a deposicao de colageno e infiltragdo de células inflamatdrias no
ventriculo esquerdo (BHANDARKAR; BROWN; PANCHAL, 2019). O tratamento com
acido galico reduziu o tamanho do infarto, a lesdo e fibrose miocardica, reduziu fatores

inflamatorios (interleucinas 1P e 6, fator de necrose tumoral alfa e interferon-y), aumentou
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citocinas anti-inflamatodrias (interleucinas 10 e 4) e a atividade de enzimas antioxidantes
(SOD e catalase) em ratos com infarto do miocardio induzido (WANG et al, 2020).

Em camundongos machos, por exemplo, a suplementagdo com acido siringico reduziu
a pressao arterial, a peroxidacdo lipidica, e aumentou expressio de NO e de enzimas
antioxidantes (SOD, catalase e glutationa peroxidase) em modelo de hipertensdo induzido
pela administracio de L-NAME (KUMAR; PRAHALATHAN; RAJA, 2012). Huang e
colaboradores (2021) demonstraram que o tratamento com d4cido siringico aumenta o
relaxamento de artérias aortas de ratos (HUANG et al, 2021). Portanto, os estudos sugerem
que os fitoquimicos encontrados nos extratos de linhaca e amoreira possuem efeitos
promissores na preven¢do da disfun¢do endotelial desencadeada pela deficiéncia de
estrogénio por meio da modulacdo da via da NOS, da inflamagdo e da protecao contra danos
oxidativos.

Com intuito de verificar a reatividade vascular dos diferentes grupos estudados, a aorta
tordcica foi retirada e analisada. Os resultados deste estudo demonstraram que a deficiéncia
estrogénica aumenta a vasoconstricdo da artéria aorta toracica induzida por fenilefrina, porém
ndo altera o relaxamento vascular induzido por acetilcolina (Ach) em artérias pré-contraidas
com fenilefrina ou solu¢do de Krebs-Henseleit de 60 mM de KCI. Além disso, a falta de
estrogeno no organismo promoveu aumento da producdo de radicais livres na aorta toracica
desses animais.

Os estrogénios possuem agdes importantes sobre o endotélio e as células musculares
lisas, protegendo-os por meio do aumento da expressdo de prostaciclinas, da liberacdo de
oxido nitrico (NO) e da prote¢ao contra danos oxidativos (SHI; LEUNG, 2020; JUNIOR et al,
2017). Pesquisas pré-clinicas em modelo animal relacionam a deficiéncia ou a baixa acgdo
estrogénica com o desenvolvimento de disfun¢do endotelial por meio da modulacao da via das
ciclooxigenases (COX) e da formagdo de espécies reativas ao oxigénio (BIANCHI et al,
2006; SHI; LEUNG, 2020). Os resultados do presente estudo corroboram com dados de
Junior e colaboradores (2017) que demonstraram que o tratamento com estrogénio previne o
aumento excessivo da vasoconstricdo induzida por fenilefrina em ratas Wistar
ovariectomizadas (JUNIOR et al, 2017). Da mesma forma, a suplementagdo com extrato de
linhaca ou amoreira foram capazes de prevenir o aumento da resposta vascular contratil
induzida por fenilefrina nos anéis da artéria aorta toracica de ratas ovariectomizadas.
Ademais, os presentes dados demonstram que os animais suplementados com extrato de

linhaca demonstraram menor contragdo vascular em relagdao aos outros grupos, demonstrando
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o maior efeito dessa suplementacdo sobre a reatividade vascular de animais com deficiéncia
estrogénica.

Tarhan e colaboradores (2021) observaram que o tratamento com semente de linhaca
foi capaz de prevenir o aumento da resposta vascular contratil induzida por fenilefrina na
artéria aorta toracica de ratas Wistar com diabetes, induzido por estreptozotocina, por meio de
vias dependentes de prostaglandinas e 6xido nitrico (TARHAN et al, 2021). Da mesma forma,
a pré-incubagdo da artéria aorta de ratos machos com suco de amora preta por 10 minutos
demonstrou um efeito protetor, prevenindo o aumento excessivo da vasoconstricdo induzida
por noradrenalina apds a exposi¢do a peroxinitrito por 30 minutos (SERRAINO et al, 2003).
Embora estes estudos tenham evidenciado os efeitos vasoprotetores da semente de linhaga e
do fruto de amoreira em modelos e/ou vias diferentes dos analisados no presente estudo, esses
dados reforgam o potencial efeito benéfico dessas substancias na fun¢ao vascular de ratos.

Na busca por possiveis intermediadores das agdes estrogénicas e dos extratos sobre a
reatividade vascular, foram utilizados alguns inibidores com o objetivo de verificar uma
possivel influéncia daquela via especifica sobre as contragcdes vasculares observadas nos
diferentes grupos. A via das ciclooxigenases modula a contragdo vascular por meio da sintese
de prostaglandinas, que exercem potentes efeitos sobre o tonus vascular, influenciando a
contragdo das células musculares lisas (CRESCENTE et al, 2019). Assim, foi demonstrado
que a contracdo vascular nao depende da via das ciclooxigenases (COX) nos grupos dos
animais ovariectomizados, enquanto a contracao vascular dos animais em proestro aumentou
na inibi¢cdo ndo seletiva da via das COX por Indometacina (INDO). Bianchi e colaboradores
(2006) observaram que a incubacdo de anéis adrticos com INDO ndo foi capaz de alterar a
resposta contratil a fenilefrina de ratas Wistar intactas e ovx. Entretanto, esse estudo ndo
avaliou a fase do ciclo estral dos animais, diferente dos dados do presente estudo que realizou
testes de reatividade vascular de animais na fase de proestro, fase essa marcada por
concentragdes elevadas de estrogénio (AJAYI; AKHIGBE, 2020). Os estrogénios promovem
o aumento da sintese do vasodilatador prostaciclina, via receptor ERa, de forma dependente
da COX-2 (PGI2) que, por meio do receptor prostanoide I, reduz a agregacao plaquetaria e o
estresse oxidativo (EGAN et al, 2004). Além disso, baixas concentragdes de estrogénio
promovem reducdo da expressdo de ERa nas células endoteliais (GAVIN et al, 2009; PINNA
et al, 2008). Estes achados sugerem que a contragdo vascular aumentada observada nos
animais em proestro apos administracao de INDO pode ter sido influenciada pelo bloqueio da
acdo de prostaciclina na presencga de altas concentragdes de estrogénios. Por outro lado, o fato

dos animais tratados com estrogénio ndo demonstrarem também aumento da contragdo
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quando administrado INDO no banho vascular, pode ser justificado pela baixa quantidade de
estradiol administrada (RAMIREZ-HERNANDEZ et al, 2024).

Para investigar o papel do NO na prevengdao do aumento da vasoconstri¢ao induzida
por fenilefrina, as artérias foram incubadas com um inibidor ndo seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS; L-NAME). A NOS ¢ um grupo de enzimas, formado pelas isoformas
neuronal (nNOS), induzida (iNOS) e endotelial (eNOS), que catalisam a sintese de NO e
podem ser moduladas por acdes estrogénicas (GOSHI; ZHOU; HE, 2019). O NO exerce
inimeras fungdes fisioldgicas incluindo reducao da pressao arterial por meio da modulagao da
vasodilatagdo arterial (GOSHI; ZHOU; HE, 2019; TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). Os
resultados do presente estudo demonstram que a inibi¢cdo ndo seletiva da NOS foi capaz de
aumentar a resposta contratil induzida por fenilefrina em todos os grupos, sugerindo a
participacdo do NO na resposta vascular contratil dos animais independente do tratamento.
Entretanto, pode ser observado que os animais suplementados com extrato de linhaca
apresentam maior contracdo na presenga de L-NAME quando comparado com os animais
tratados com E2, sugerindo uma maior participagdo do 6xido nitrico na redugdo da contragao
induzida por fenilefrina no grupo suplementado com linhaga.

As espécies reativas de oxigénio (como por exemplo, dnion superdxido e perdxido de
hidrogénio), embora sejam importantes moléculas sinalizadoras, em excesso podem promover
danos oxidativos nas células musculares lisas, comprometendo a biodisponibilidade de NO e
promovendo a vasoconstricio (SABBATINI; KARARIGAS, 2020; WANI; KHAN; BASIR,
2020). A participagdo de espécies reativas ao oxigénio na contracdo vascular induzida por
fenilefrina foi verificada ap6s a incubacao dos anéis adrticos com Tiron. San Wong; Roberts e
Randall (2015) observaram que a administracdo de Tiron na solu¢do de Krebs-Henseleit com
95% de oxigénio promove a conversdao do anion superdxido (O,’) em peroxido de hidrogénio
(H,0,) (PARK et al, 2019). O uso de H,0, no teste de reatividade vascular ¢ associado com o
aumento da resposta vascular contratil induzida por fenilefrina em ratos (PARK et al, 2019).
No presente estudo, foi observado que a contragdo vascular induzida por fenilefrina aumentou
nos animais em proestro, ou tratados com E, ou com linhaga. Assim como, foi observado uma
resposta maxima (R,;) de contragdo menor na aorta toracica dos animais tratados com E,,
amoreira ou linhaca quando comparados ao grupo OVX. Estes achados sugerem que a ag¢ao
antioxidantes, assim como a presenca de fitoquimicos no extrato de linhaca, foram capazes de
reduzir a contragdo da aorta toracica de animais com deficiéncia estrogénica, possivelmente

modulando respostas vasculares desencadeadas pelo H,O,, semelhante ao observado nos
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animais em proestro. A administracdo de Tiron na cdmara de 6rgaos ndo promoveu alteragoes
significativas na resposta vascular dos animais tratados com estradiol ou amoreira.

As enzimas antioxidantes, como por exemplo superoxido dismutase (SOD) e catalase,
atuam 1impedindo danos oxidativos as células (HALLIWELL, 2011; SABBATINI;
KARARIGAS, 2020). A SOD atua convertendo o anion superoxido em H,O, e oxigénio,
enquanto a catalase quebra o H,0O, em oxigénio e 4gua (SULLIVAN; SASSER; POLLOCK,
2007). A desregulagdo da atividade das enzimas antioxidantes ou a produgdo de espécies
reativas ao oxigénio acima da capacidade antioxidante do organismo pode levar ao estresse
oxidativo e a disfuncao endotelial (HALLIWELL, 2011). Assim, com intuito de verificar uma
possivel influéncia da modulacdo dessas enzimas e de producdo de espécies reativas ao
oxigénio nas artérias aorta toracica dos animais estudados, foi investigado a concentragdo de
SOD, catalase e perdxido de hidrogénio nessas artérias. Os resultados corroboram com
achados anteriores que associam a deficiéncia estrogénica com o aumento da producdo de
H,0, em ratas (SULLIVAN; SASSER; POLLOCK, 2007). Além disso, foi observado que a
suplementagdo com extrato de linhaca ou amoreira reduz o aumento da produgdo de H,O,
desencadeado pela deficiéncia estrogénica. Outro dado importante observado foi o aumento
da atividade da SOD na aorta toracica dos animais suplementados com extrato de linhaga, o
que pode ter sido um fator potencializador dos efeitos observados na resposta da reatividade
vascular desses animais. Embora ndo exista literatura sobre os efeitos dos extratos de linhaca
ou amoreira nas concentragdes de H202, SOD e Catalase na aorta de roedores, pesquisas
anteriores demonstram que esses extratos podem aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e Catalase no figado de ratos com diabetes (ABOUZED et al 2020; AL
ZA’ABI; ALIL ALIL 2021; REN et al, 2015), reforcando os efeitos benéficos dos extratos na

reducao do estresse oxidativo.

5 Conclusao

Os resultados sugerem que os extratos estudados possuem compostos fendlicos com
potencial de promover modulagdes sobre o sistema vascular. A suplementacdo com esses
extratos em animais com deficiéncia estrogénica demonstrou reducdo na contra¢do vascular
induzida por fenilefrina, sendo a suplementacdo com extrato de linhaca com maior efeito.
Essa maior acdo da linhaga possivelmente esta relacionada a modulagao da via da NOS,
redug¢do da concentracdo de H,O, e maior atividade da SOD, sugerindo um mecanismo

antioxidante e vasodilatador. J4 os beneficios da amoreira provavelmente sdo atribuidos a sua
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acdo antioxidante, demonstrado pela reducgdo da resposta maxima apds a incubagdo com Tiron
e pela redugcdo da concentragdo de H,O, na artéria aorta, sugerindo a agdo desse extrato
potencializando enzimas antioxidantes que neutralizam esse radical livre. Assim, os dados
sugerem que a suplementacdo com extratos de linhaca ou amoreira apresentam efeitos

promissores na prevengao de alteragdes vasculares associadas a deficiéncia estrogénica.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

Cx P303T - Lavras — MG — 3T200-000 — (35) 3820-5182 cha@nintec.ufla.br

ATESTADO DE APROVACAO PROVISORIO

(o certificado definitivo serd concedido apds o cumprimento de todos os
critérios exigidos pela Orientacéo Técnica n® 5, de 27 de abril de 2015, do
CONCEAMCTI)

Alestamos que a proposta intitulada "Possivels efeilos astrogiénicos da suplementacio
com linhaga alou extrato da folha de amora sobre o organismo de ratas
ovariectomizadas®, protocolo n® 071/19, 2ob a responsabilidade de Bruno Del Bianco
Borges, Larssa Sampalo Jacques, Tayna Marcia da Cruz Santos @ Wauller Aisler
Moreira Teixeira, que envolve a producdo, manutencdo efou utiizacdo de animais
pertencanies ao filh Chordata, subfilo Verebrata (exceto homem), para fins de ensing
&/ou pesquisa cientifica, enconira-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de
B de outubro de 2008, do Decrelo n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as NOMMAas
edificadas pelo Consalho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
do Ministéric da Cincia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI), e fol aprovada pela
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Prd-Reitoria de

Pesquisa/UFLA, em reunido de 200082020, podendo sar iniciada a realizacio da sua
parte exparimental.

Vigincia da autorizacao: de 01/10/2020 a 0112025
Finalidade: { ) Ensino (x ) Pesquisa Cientifica
Espéciainhagemiraca: Rato heterogénico / Wistar
Mumero de animais aprovados: 100

Pezafldade: 180 g/ 60 dias

Sexo: fémea

Origem dos animais: aguardando documentacio

Lavras, 21 de agosto de 2020,

K '_-'5“‘141 Flosatons ¥ maots

Prof. Rafael Neodine Remeadio
Presidente Interina da Comiss3o de Etica no Uso de Animais CEUA

Universidade Federal de Lavras
Pri-Riefioria de Pesquisa /Comissies Pemansnies
Campus Uriversideio -

Caba Posial 3037 7 CEF 37200 000 - Larras, WG - Brasil
Tal.: +55 {35} 3829 5182
chafriniec ufla br - waw . prpouiia b
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